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El DNA mitocondrial (mtDNA) es peculiar por muchos aspectos: es circular, extranuclear y 
poliploide, no tiene intrones, es transmitido uniparentalmente (no cumple las reglas 
mendelianas), no sufre recombinación y tiene su propio código genético. Si se valora la 
transcendencia del mtDNA por el tamaño genómico, podría ser considerado casi irrelevante: tan 
solo 16.569 pb que codifican para 13 proteínas mitocondriales, frente a más de los 3,3 billones 
de pb del genoma nuclear (nDNA) que codifican para más de 1000 proteínas mitocondriales. 
Pero, de su relevancia da idea el esfuerzo energético de la célula en su mantenimiento, ya que en 
términos de masa, el mtDNA representa en torno al 1-3% del DNA celular total, encontrándose 
en el rango de cualquier otro cromosoma, y alcanza hasta un 35% del DNA total de un oocito. 
 
El mtDNA concentra un número estable de polimorfismos en regiones codificantes que 
definen los llamados haplogrupos mitocondriales. Aunque durante mucho tiempo esta 
diversidad genética fue considerada funcionalmente irrelevante, en los último años la 
neutralidad funcional de las variantes de mtDNA se encuentra en constante debate. En este 
trabajo se ha abordado el estudio de las implicaciones funcionales de la variabilidad poblacional 
del mtDNA, teniendo en cuenta el doble origen genético de la cadena de transporte de 
electrones (mETC), en modelos murinos.  
 
El sistema de fosforilación oxidativa (OXPHOS) es el único proceso de las células animales 
cuyos componentes están codificados en dos genomas (mtDNA y nDNA). Por ello proponemos 
que se pueden generar diferentes grados de ajuste estructural entre los productos génicos 
nucleares y mitocondriales, concepto que, para distinguirlo del desajuste patológico, 
denominamos “mismatch intrínseco del nDNA/mtDNA”. Esta hipótesis predice que para un 
determinado haplotipo de mtDNA, su combinación con diferentes componentes nucleares puede 
generar un rendimiento variable de la mETC (no patológico) que puede ser detectado a nivel 
celular desencadenando cascadas de señalización y adaptación específicas. 
 
Para evaluar este fenómeno se han usado ratones conplásticos (idéntico nDNA y distinto 
mtDNA) y heteroplásmicos (contienen dos variantes de mtDNA en la misma célula). De este 
modo se ha puesto de manifiesto la relevancia del “mismatch nDNA/mtDNA”, y por tanto las 
implicaciones funcionales de las variantes de mtDNA, en tres puntos claves de la vida de un 
individuo: (i) durante el desarrollo embrionario, donde un nuevo contexto nuclear se enfrenta a 
una variante de mtDNA, (ii) en un individuo formado, donde diferentes contextos nucleares y 
funcionales conviven en los diferentes tipos celulares, (iii) y durante el proceso de 
envejecimiento, cuando se produce un declive en la capacidad homeostática celular. 
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Mitochondrial DNA (mtDNA) is peculiar in many aspects: it is circular, extranuclear, 
polyploid, lacks introns, is uniparentally transmitted (and therefore does not follow mendelian 
inheritance patterns), does not undergo recombination, and has its own genetic code. In terms of 
genome size, mitochondrial DNA (mtDNA) could be considered almost irrelevant: 16,569 bp in 
the mtDNA, encoding only 13 proteins, compared with more than 3.3 billion bp in the nuclear 
genome, including genes codifying more than 1000 mitochondrial proteins. However, all cells 
invest a considerable effort in maintaining this small and odd genome. Thus, around 1-3% of 
the total DNA is mtDNA in a regular cell, and this figure can rise to an incredible 35% in the 
oocyte.  
 
The peculiarity of mtDNA genetics generates a high level of sequence diversity between 
individuals and human populations, known as mtDNA haplogroups. This diversity was long 
considered to functionally irrelevant, but this view has now been challenged for more than a 
decade. Using mice as a model, we have taken into account the double genetic origin of the 
electron transport chain (mETC) to investigate the possible functional consequences of different 
mtDNA variants.  
 
The OXPHOS system is genetically unique in being the only process in animal cells that 
requires components encoded in two genomes, mtDNA and nuclear DNA (nDNA). We 
hypothesize that functional OXPHOS can be generated at high frequency with different degrees 
of mismatch between mtDNA and nDNA OXPHOS genes; we refer to this as “intrinsic 
mismatch” to fully distinguish it from pathological mismatch. This proposal predicts that 
combination of a given non-pathological mtDNA haplotype with different nDNA components 
would generate distinguishable (yet non-pathological) performance of mtETC. Thus, within 
certain limits of mismatch, the activity of the OXPHOS system is sensed by the cell, which 
reacts to optimize its performance to match its specific requirements.  
 
We have investigated this concept using conplastic mice (with identical nuclei but 
interchanged mtDNA) and heteroplasmic mice (containing two mtDNA variants in the same 
cell). These approaches have revealed the importance of intrinsic mismatch, and therefore the 
functional implications of mtDNA variants, at three key levels: (i) during embryo development, 
when a mtDNA variant is confronted with a new nuclear context; (ii) in different cellular and 
functional contexts within individuals; and (iii) during aging, when there is a decline in 
homeostatic capacity. 
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Las abreviaturas corresponden a definiciones en inglés y se ha mantenido para conservar la 
nomenclatura estándar. 
 
aa:   aminoácido 
AAA:  ATPasa asociada a diversas actividades 
AcCoA:   acetil coenzima A 
ACN:  acetonitrilo 
ADP:   adenosín difosfato 
Ad-PEO:   oftalmoplejia externa progresiva autosómica dominante 
AKT:  proteína kinasa B 
AMP:  adenosín monofosfato 
AMPK:  kinasa activada por monofosfato de adenina 
ANT:   transportador de nucleótidos de adenina 
AP:   fosfatasa alcalina 
APS:   persulfato amónico 
ATP:   adenosín trifosfato 
ATPasa:  ATP sintetasa 
au:   unidades arbitrarias 
BrEt:   bromuro de etidio 
BSA:   albúmina sérica bovina 
Btn:  biotinilado 
CI:    complejo I 
CII:   complejo II 
CIII:   complejo III 
CIV:   complejo IV 
COn o COXn: subunidad de la citocromo c oxidasa  
CoQ:   coenzima Q 
COX:  citocromo c oxidasa 
CPEO:  síndrome de oftalmoplejía externa progresiva crónica 
Cpm:  cuentas por minuto 
CS:   citrato sintasa 
Ct:   Ciclo umbral (Cycle threshold) 
CV:   complejo V 
Cyt b:  citocromo b 
Cyt c:  citocromo c 
DCA:  dicloroacetato 
DNA:   ácido desoxirribonucleico 
cDNA:   cadena codificante de DNA 
mtDNA:  DNA mitocondrial 
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nDNA:   DNA nuclear 
dNTP:   desoxirribonucleótido trifosfato 
dpc:  día post-coito 
dox:  doxiciclina 
Drp1:  proteína realacionada con la dinamina-1 
Dt:   tiempo de duplicación 
DTNB:   5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoico 
DTT:   ditiotreitiol 
E8C:  embrión de 8 células 
ESCs:  células embrionarias pluripotentes (embryonic stem cells) 
FA:   ácido fórmico 
FADH2:   dinucleótido de flavina y adenina reducido 
Fc:   cambio, (fold change) 
FDR:  razón de falsos descubrimientos, (false discovery rate) 
Fe-S:  centro sulfoférrico 
FIS:  proteína de fisión mitocondrial  
FMN:  mononucleótido de flavina 
Fw:   hacia delante (forward) 
G:   gauge 
G3P:  glicerol-3-fosfato 
GAPDH:  gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 
GDH:  glutamato deshidrogenasa 
GGT:  γ-glutamil-transferasa 
GSEA:  Gen Set Enrichment Analysis 
GSH:  glutatión reducido 
GSH-Px:  glutatión peroxidasa 
GSSG:  glutatión oxidado 
GTPasa:  guanosina trifosfatasa 
H:   heteroplasmia 
HCG:  gonadotropina coriónica humana (Human Choronic Gonadotropin) 
HE:   hematoxilina-eosina 
HFD:  dieta alta en grasa, (High Fat Diet) 
HIF:  factor inducible por hipoxia, (Hypoxia-inducible factor) 
HMG:  grupo de proteínas de alta movilidad 
HOMA:  homeostasis model assesment 
HR:   humedad relativa 
HSC:  células madre hematopoyéticas, (hematopoietic stem cells)  
Hsp:  proteína de choque de calor (heat shock protein) 
Ht:   heteroplasmia transformada 
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IGF:  factores de crecimiento insulínicos 
IPA:  Ingenuity Pathway Analysis 
iPSCs:  Células Madre Pluripotentes inducidas, (Induced pluripotent Stem 
Cells)  
IR:   resistencia insulina 
IRS:  receptor de insulina 
I.V.:  intravenosa 
kb:   kilo bases 
KCN:   cianuro potásico 
kDa:   kilo Daltons 
Klf4:  Krueppel-Like Factor 4 
KO:  Knock-out 
KS:   Kearn-Sayre 
LC-MS:  Cromatografía líquida-espectrometria de masas  
(Liquid chromatography-mass spectrometry) 
LHON:  Neuropatía Óptica Hereditaria de Leber 
LIF:  Leukemia inhibitory factor 
MEFS:  fibroblastos embrionarios de ratón, (Mouse embryonic fibroblast) 
MELAS:   Encefalopatía mitocondrial, acidosis láctica y accidentes cerebro-
vasculares (Mitochondrial encephalomyopaty, lactic acidosis and 
stroke-like episodes)  
MERF:  síndrome de epilepsia mioclónica asociada a fibras rojas rasgadas, 
(Myoclonus epilepsy ans ragged-red fibers) 
MI:   mismatch intrínseco 
Mfn:  mitofusina  
MKOS:  Myc, Klf4, Oct-4, Sox-2 
MSEA:  Metabolite Set Enrichment Analysis 
Mt:   mitocondria 
mETC:  cadena de transporte de electrones mitocondrial 
mTERF:  factor de terminación de la transcripción mitocondrial 
mtRPOL:  RNA polimerasa mitocondrial 
mtTFA o TFAM:   factor de transcripción mitocondrial A 
mtTFB o TFBM:  factor de transcripción mitocondrial B 
NAC:  N-Acetil-cisteina 
NAD+:  dinucleótido de nicotinamina y adenina 
NADH:   dinucleótido de nicotinamina y adenina reducido 
NARP:  Neuropatía, ataxia y retinitis pigmentosa 
NBT:  nitroazul de tetrazolio, (Nitro blue tetrazolium) 
NDn:  NADH deshidrogenasa (ND1-ND6 y ND4L) 
 30 
NMN:  nicotinamida mononucleótido 
NR:   nicotinamida ribosa 
NRF:   factor nuclear de respiración 
nt:    nucleótidos 
NTP:   ribonucleótido trifosfato 
OAA:  oxalacetato 
Oct4:  octamer-binding transcription factor 4 
OMA1:  zinc Metaloproteasa OMA1  
O/N:  toda la noche, (over night) 
OPA1:  proteína de la atrofia óptica-1 
OXPHOS:   fosforilación oxidativa 
PB:   PiggyBac 
pb:    pares de bases 
PBase:  PiggyBac transposasa 
PCA:  análisis de componentes principales 
PCR:    reacción en cadena de la polimerasa 
PDH:  piruvato deshidrogenasa 
PDK:  piruvato deshidrogenasa kinasa 
PFA:  paraformaldehido 
PGC-1:   coactivador del receptor del proliferador peroxisomal activado γ 
PGCs:  células primordiales Germinales (Primordial germ cells) 
Pi:    fosfato inorgánico 
PK:   proteinasa k 
PLS:  regresión de mínimos cuadrados parciales 
PMSG:  gonadotropina sérica de yegua preñada (Pregnant Mare’s Serum 
Gonadotropin) 
Pol γ:   DNA polimerasa γ mitocondrial 
PPAR:  receptor del proliferador peroxisomal activado 
PRC:  coactivador relacionado con PGC-1 
PS:   Síndrome de Pearson 
PTEN:  Phosphatase  and tensin homolog 
PVDF:  fluoruro de polivinilideno 
Q-FISH:  hibridación fluorescente in situ cuantitativa 
Rcf:   Respiratory Supercomplex factor 
RIN:  RNA integrity number 
RNA:   ácido ribonucleico 
mRNA:  RNA mensajero  
rRNA:   RNA ribosómico 
siRNA:  RNA de interferencia (small interference RNA) 
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tRNA:   RNA de transferencia 
RNAseq:  secuenciación de RNA (RNA sequencing) 
RFLP:  polimorfismo de longitud de fragmentos de restricción 
RNS:  especies Reactivas de Nitrógeno 
ROS:  especies Reactivas de Oxígeno 
Rpm:  revoluciones por minuto 
RT-PCR:  reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real 
Rv:   reverso (reverse) 
SC:   Supercomplejos respiratorios 
SCAFI:  Supercomplexes Assembly Factor I (Cox7a2l) 
SD:   desviación estándar 
SDH:   succinato deshidrogenasa 
SEM:  error estándar de la media 
SFB:  suero fetal bovino 
Sirt:  sirtuina 
SNP:  Polimorfismo de nucleótido simple, (Single Nucleotide Polymorphism) 
SOD:  Superóxido Dismutasa 
Cu/ZnSOD:  Superóxido dismutasa citoplasmática (Cu/Zn) 
MnSOD:  Superóxido dismutasa mitocondrial (Mn) 
Sox-2:  Sex determining Region Y-box2 
TEF:  tampón de electrofusión 
TEMED:   N, N, N’, N’-tetrametiletilendiamina 
Tm:   temperatura de fusión 
TPP:  trifenilfosfónico 
UCP:   proteína desacoplante (Uncoupling Protein) 
UI:    unidades internacionales 
UPRmt:  respuesta a proteínas desplegadas, (mitocondrial unfolding protein 
response) 
UQ2H2:  ubiquinol 
UV:   ultravioleta 
ZP:   zona pellucida 
Ψmt:  potencial de membrana mitocondrial 
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I. La mitocondria: un orgánulo dinámico 
 
I.1 Morfología y contenido 
 
Las mitocondrias son orgánulos presentes en el citoplasma de la mayoría de las células 
eucariotas, con algunas excepciones como eritrocitos maduros y algunas especies de protistas 
(Cavalier-Smith, 1987; Embley and Martin, 2006). Estructuralmente la mitocondria está 
formada por dos membranas que definirán diferentes compartimentos. Una membrana externa 
(60% proteínas, 40% lípidos) (Palade, 1953) que la separa del citoplasma, pudiendo asociarse 
físicamente al retículo endoplásmico (RE) a través de los estrechos contactos llamados MAM 
(Membrana de RE Asociada a Mitocondria) (Hayashi et al., 2009) (Marchi et al., 2014) y que es 
permeable a todas aquellas moléculas inferiores a 10kDa., y la membrana interna, que tiene alto 
contenido en proteínas (80% proteínas, 20% lípidos) y que constituye una membrana muy 
selectiva al paso de moléculas, permitiendo mantener el gradiente electroquímico de protones. 
La membrana interna separa la matriz del espacio intermembrana, y en ella se pueden distinguir 
dos dominios estructural y funcionalmente diferentes, uno que se encuentra en aposición con la 
membrana externa con bajo contenido en complejos respiratorios pero que concentra la 
maquinaria de transporte de proteínas a la mitocondria; y otro que forma las crestas 
mitocondriales y contiene la mayor parte de los complejos respiratorios. Estas dos regiones de 
membrana interna definen a su vez dos compartimentos adicionales, el espacio intermembranas 
y las cisternas de las crestas. Por último, en el interior de la mitocondria se define un quinto 
compartimento, matriz mitocondrial. Este último alberga las moléculas de DNA mitocondrial 
(mtDNA) y proteínas necesarias para su replicación y transcripción, los ribosomas encargados 
de la traducción de proteínas codificadas en dicho genoma, así como otras proteínas implicadas 
en procesos metabólicos como el ciclo de Krebs, la ß-oxidación de ácidos grasos, el ciclo de la 
urea o la biosíntesis de pirimidinas (Frey and Mannella, 2000; Logan, 2007). 
 
Una de las principales características de las mitocondrias, es que son orgánulos muy 
plásticos y dinámicos. El número de mitocondrias presentes en cada célula, su morfología y su 
localización, dependerá tanto del tipo celular como del estado metabólico de la misma 
(Campello and Scorrano, 2010) (Figura I.1). Pero además de la variabilidad morfológica, 
presentan una gran variabilidad en composición. Gracias a la combinación de la proteómica, 
genómica y bioinformática hoy se conocen más de 1000 proteínas que forman parte de la 
mitocondria, pero es curioso que las mitocondrias de distintos tejidos comparten sólo alrededor 
del 75% de sus componentes (Pagliarini et al., 2008). La composición mitocondrial es plástica 
por naturaleza, variando entre especies (Sickmann et al., 2003) y en respuesta a necesidades 
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celulares y tisulares especificas (Forner et al., 2006). Esta heterogeneidad tisular tiene un amplio 
rango de consecuencias funcionales, y pone de manifiesto que la función mitocondrial es 
específica de tejido (Rackham and Filipovska, 2014), aunque las consecuencias de esta 
diversidad y especificidad celular aun no se conocen. 
 
 
 
I.2 Dinámica mitocondrial 
 
El concepto de dinámica mitocondrial surge de la observación de que las mitocondrias son 
orgánulos dinámicos y móviles, sometidos a constantes eventos de fusión y fisión, formando 
una red heterogénea (Liu et al., 2009; Picard et al., 2013). La dinámica mitocondrial desempeña 
una papel crítico en la biología del orgánulo, especialmente en su biogénesis y control de 
calidad, en la viabilidad celular, en la función bioenergética, en su papel en señalización 
intracelular y la senescencia (Liesa and Shirihai, 2013; Twig et al., 2008). 
 
La mitocondria sufre continuos ciclos de fusión y fisión, un breve evento de fusión es 
seguido de un evento de fisión (Figura I.2). En mamíferos se han descrito al menos tres 
GTPasas localizadas en la mitocondria que regulan la fusión: mitofusina 1 (Mfn1), mitofusina 2 
(Mfn2), y la proteína de la atrofia óptica-1 (OPA1) (Hoppins et al., 2007). Los sitios de fisión 
mitocondrial se corresponden con sitios de contacto de la mitocondria con el retículo 
endoplásmico (ER) (Friedman et al., 2011), y la fisión esta mediada por una GTPasa citosólica, 
la proteína relacionada con la dinamina-1 (Drp1), que se oligomeriza formando un anillo 
constrictor alrededor de la membrana externa mitocondrial (Elgass et al., 2013). 
 
Los procesos de fisión están asociados con cambios en el potencial de membrana 
mitocondrial (Δψmt). Un evento de fisión puede generar mitocondrias asimétricas, tanto en 
potencial de membrana como en distribución de nucleoides. Se ha sugerido que esta 
Figura I.1: Heterogeneidad en la 
morfología mitocondrial tejido-
específica. La micrografía 
electrónica de mitocondrias de 
varios tejidos resalta la diversidad 
morfológica mitocondrial entre 
tejidos Imagén tomada de (Vafai SB 
and Mootha VK, 2012). 
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heterogenidad es necesaria para la eliminación de mitocondrias defectuosas por mitofagia, y que 
es clave en la segregación de DNA mitocondrial (Twig et al., 2008; Youle and van der Bliek, 
2012).  
 
 
 
Otros estudios en el campo de la dinámica mitocondrial han identificado un interesante 
vínculo en el equilibrio entre la demanda y el suministro energético y la arquitectura 
mitocondrial. Las células que están expuestas a un ambiente rico en nutrientes tienden a tener 
sus mitocondrias en un estado fragmentado, y las sometidas a ayuno tienden a estar más tiempo 
en el estado conectado (alargadas) (Gomes et al., 2011; Molina et al., 2009) (Figura I.2). 
Además, estudios recientes apuntan a diferencias en la capacidad metabólica, producción de 
ROS y capacidad de inducir apoptosis entre las mitocondrias fragmentadas y las alargadas 
(Picard et al 2013), lo cual implica que la adaptación bioenergética requiere una remodelación 
de la arquitectura mitocondrial (Cogliati et al., 2013). Estas observaciones han conducido al 
estudio de la relevancia de la dinámica mitocondrial específica de tejido, ya que la adaptación 
de la eficiencia bioenergética y de la capacidad de síntesis de ATP, ante la disponibilidad de 
nutrientes, difiere entre tejidos y esta íntimamente ligada a su fisiología específica (Liesa and 
Shirihai, 2013). 
  
Figura I.2. El ciclo de vida mitocondrial y la regulación de la dinámica mitocondrial ante la 
disponibilidad de nutrientes. (A) Representación del ciclo de vida mitocondrial caracterizado por 
eventos de fusión-fisión. (B) Cambios en la disponibilidad de nutrientes y en la demanda energética 
pueden modificar el ciclo de vida mitocondrial, incrementando la estancia de la mitocondria en el 
estado de post fusión (elongación) o en el estado de post fisión (fragmentación). Figura tomada de 
(Liesa M and Shirihai OS, 2013). 
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II. La mitocondria: un orgánulo versátil 
 
II.1 Diversidad funcional: Divergencia de rutas metabólicas 
 
Desde una perspectiva funcional, el sistema de fosforilación oxidativa (OXPHOS) es único, 
ya que en la misma estructura se desempeñan tres procesos asociados: 
 
El primero es la transferencia de electrones desde los equivalentes reducidos al oxígeno, a 
través de reacciones redox llevadas a cabo por los diferentes aceptores de electrones, algunos 
localizados en los mismos complejos respiratorios (Complejos I a IV) y otros, la CoQ y el 
Citocromo c, entre complejos. En cualquier caso, el aceptor final de electrones es el oxígeno 
molecular, que puede ser reducido o bien por dos electrones formando H2O en el complejo IV 
(CIV), o bien por tan solo por un electrón generando el anión superóxido (O2-), principalmente 
en los complejos I (CI) y III (CIII). Este superóxido puede ser transformado a H2O2 y a radical 
hidroxilo (OH-), todas estas son moléculas muy reactivas que colectivamente se conocen como 
especies reactivas de oxigeno (ROS) (Murphy, 2009). El segundo proceso es el bombeo de 
protones que tiene lugar en tres sitios específicos del CI, CIII y CIV, y que utiliza la energía 
liberada en la transferencia de electrones para generar un gradiente electroquímico a través de la 
membrana interna mitocondrial. El tercer proceso es la síntesis de ATP, llevada a cabo por la 
H+-ATP Sintasa (CV) que hace uso del gradiente de protones (MITCHELL, 1961; Okuno et al., 
2011). 
 
Estos tres procesos son esenciales para la producción de energía, pero cada uno de ellos 
puede ser usado para propósitos adicionales. De este modo, el gradiente de protones puede ser 
usado para generar calor en lugar de ATP (i.e. tejido adiposo marrón (Enerbäck et al., 1997)) o 
para acoplar el transporte de solutos, iones, metabolitos y proteínas a través de la membrana 
interna mitocondrial (Neupert and Herrmann, 2007). El bombeo de protones también participa 
en procesos celulares más generales, por ejemplo, la enzima nucleótido transhidrogenasa (Nnt) 
depende de éste para generar NADPH mitocondrial, necesario para mantener la homeostasis de 
ROS (Mannella et al., 2013). En última instancia el bombeo de protones también puede llegar a 
desencadenar la cascada de señalización de apoptosis celular.  
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Por otro lado, el sistema OXPHOS está íntimamente ligado con numerosos procesos 
metabólicos, como son el ciclo de Krebs, la ß-oxidación de ácidos grasos, la biosíntesis de 
pirimidinas, metabolismo de aminoácidos, síntesis del grupo hemo y centros de Fe-S (Lill et al., 
2012), homeostasis del Ca2+ (Baughman et al., 2011), la regulación del proceso apoptótico 
(Wasilewski and Scorrano, 2009) o el importe de precursores mitocondriales. Teniendo en 
cuenta la cantidad de funciones interconectadas que tienen lugar en la mitocondria, muchos 
autores la han descrito como el principal centro metabólico celular. Este hecho le confiere a la 
mitocondria un papel fundamental en la definición de la capacidad de la célula para adaptarse a 
los diferentes requerimientos determinados por la función del tejido y el ambiente. Aunque las 
unidades metabólicas sean las mismas en todos los tipos celulares (i.e. ATP, AcCoA, NADH, 
NADPH), en la mitocondria tienen lugar una gran cantidad de rutas metabólicas específicas de 
Figura I.3: Sistema de Fosforilación Oxidativa (OXPHOS). El sistema OXPHOS consta de una 
cadena de transporte electrónico (mtETC), formada por los complejos I-IV y dos transportadores de 
electrones móviles (CoQ y Cyt c), y una ATP sintasa o complejo V. Aunque la mayor parte de las 
proteínas mitocondriales se encuentran codificadas en el núcleo celular, el mtDNA contiene 
información para 37 genes: 13 proteínas, qué forman parte de la cadena de transporte electrónico y 24 
RNAs necesarios para su síntesis (2 RNAs ribosómicos y 22 tRNAs). De los 13 polipétidos, 7 forman 
parte del CI (ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 y ND6), 1 corresponde al apocitocromo b del CIII 
(CYTB), 3 subunidades del CIV (COI, COII y COIII), y 2 son las subunidades 6 y 8 de la ATPasa o 
CV (ATP6 y ATP8). 
Los electrones procedentes del NADH+H
+
 pasan secuencialmente a través del CI, la CoQ, el CIII y el 
citocromo c, para llegar finalmente a CIV, quien los cederá al oxígeno molecular generando H2O. De 
forma alternativa, los electrones del FADH2, producto final de la succinato deshidrogenasa, la ETF-
ubiquinona reductasa o la dihidroorotato deshidrogenasa, son cedidos a través del CII al CoQ y son 
canalizados mediante el CIII, citocromo c y CIV para finalmente reducir el oxígeno molecular. 
En los Complejos I, III y IV el flujo electrónico está acoplado a un bombeo de protones desde la 
matriz mitocondrial hasta el espacio intermembrana. De esta manera se genera un gradiente 
electroquímico o potencial de membrana que es aprovechado por la ATP sintasa o Complejo V para 
llevar a cabo la síntesis de ATP a partir del ADP y Pi, completándose el proceso de fosforilación 
oxidativa. 
Imagen tomada de (Schon EA et al., 2012) 
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tejido. Por ejemplo, tenemos la síntesis de la urea en el hígado, la gluconeogénesis en el hígado 
y riñón, la síntesis de hormonas esteroides en corteza adrenal o la regulación de la termogénesis 
por UCP1 en el tejido adiposo marrón. Todo ello implica que las mitocondrias de los distintos 
órganos presentan especialización tanto en las diferentes rutas metabólicas para el uso de los 
combustibles disponibles como en sus diferentes capacidades biosintéticas (García et al., 2005; 
Khairallah et al., 2004; Merritt et al., 2011; Wang et al., 2011). Así por ejemplo, las 
mitocondrias del músculo esquelético son capaces de oxidar ácidos grasos, mientras que las de 
neuronas son capaces de oxidar cetonas. 
 
II.2 Diversidad estructural: Formación de supercomplejos y 
versatilidad  
 
La organización del sistema de fosforilación oxidativa dentro de la membrana interna 
mitocondrial ha resultado ser mucho más complicada de lo que se suponía inicialmente. 
Tradicionalmente se propusieron dos modelos: el “modelo fluido” (Hackenbrock et al., 1986) 
que postula que los complejos de la cadena difunden libremente por la membrana y la 
transferencia de electrones tiene lugar en función de las colisiones arbitrarias entre los 
complejos y los transportadores móviles; y el “modelo sólido” (CHANCE and WILLIAMS, 
1955) que propone la asociación entre los complejos I-IV siguiendo una secuencia ordenada. 
Nuestro grupo ha propuesto un tercer modelo, “modelo de plasticidad”, en el que los complejos 
pueden aparecer individualmente o bien establecer diversas asociaciones entre ellos formando 
diferentes tipos de supercomplejos (Acín-Pérez et al., 2008). El “modelo de plasticidad” ha sido 
consolidado tras la identificación de las proteínas Rcf1 y Rcf2 en levaduras (Strogolova et al., 
2012), y SCAFI en mamíferos (COX7A2L) (Lapuente-Brun et al., 2013). Éstas son las primeras 
proteínas descritas en la asociación de supercomplejos (SC), poniendo de manifiesto que los a 
complejos respiratorios individuales se ensamblan entre sí formando SC in vivo, que el proceso 
de construcción de SC requiere factores específicos y, por tanto, que pueden existir mecanismos 
regulatorios genéticos en su formación. (Figura I.4) 
 
Desde un punto de vista funcional, se ha propuesto que la existencia de supercomplejos 
teóricamente confiere varias ventajas, entre ellas la canalización más eficiente de los electrones 
a través de las moléculas transportadoras, la disminución en la producción de ROS, o la 
estabilización de los complejos para su correcto ensamblaje (Acín-Pérez and Enriquez, 2014; 
Genova and Lenaz, 2014).  Experimentalmente, se ha demostrado que la formación de 
supercomplejos juega un papel fundamental en la utilización de los diferentes equivalentes 
reducidos en la cadena respiratoria, y que el ensamblaje dinámico de supercomplejos es un 
mecanismo que permite a las células adaptarse a las diferentes fuentes de carbono y construir 
una cadena de transporte de electrones especifica de acuerdo a los requerimientos celulares. 
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Estudios recientes de nuestro grupo demuestran que la formación de supercomplejos define 
pools específicos de CIII, CIV, CoQ y cyt c para recibir los electrones derivados de NADH o 
FADH2 (Lapuente-Brun et al., 2013).  
 
Recientemente también se ha demostrado que la forma de las crestas mitocondriales regula 
la estabilidad y ensamblaje de los SCs respiratorios, lo cual tiene un impacto en la eficiencia 
respiratoria y crecimiento celular (Cogliati et al., 2013). La versatilidad en la formación de SCs 
es crítica en la adaptación celular a los diferentes nutrientes, ya que la proporción relativa de 
electrones suministrados vía NADH y FADH2 depende del nutriente utilizado; por ejemplo, el 
metabolismo oxidativo de una molécula de glucosa genera 10 electrones vía NADH y 2 vía 
FADH2, obteniendo un ratio NADH/FADH2 de 5; mientras que para un ácido graso típico como 
el palmitato este ratio es de 2. 
 
 
 
 
 
 
Figura I.4: Funciones de la organización en supercomplejos para las que existen evidencias. 
(A) Ilustración esquemática mostrando un incremento en la producción de ROS en presencia de CI y 
CIII disociados frente al SC I+III ó I+III+IV. (B) Esquema del modelo de plasticidad de la mETC. La 
asociación de los CI y III determina dos poblaciones de CoQ diferentes, en función de si esta recibe 
los electrones desde el CI contenido en el SC I+III (CoQNADH) o desde otras enzimas reductoras de 
CoQ, como el CII (CoQFADH). La asociación de los CIII y CIV determina diferentes poblaciones de 
Cyt C en función de si éste aporta los electrones al CIV libre, al SC III+IV o al CIV contenido en el 
respirosoma. (Acín-Perez R. and Enriquez JA, 2014). 
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II.3 Diversidad en la señalización: sensores y mecanismos 
mitocondriales para regular el metabolismo. 
 
Puesto que las necesidades metabólicas pueden fluctuar en el orden de segundos o perdurar 
por tiempos mucho mas largos, ninguna molécula o sistema estático puede por si solo ser 
efectivo en el control del flujo permitiendo una adaptación eficaz a cada situación. 
 
Por ello, son muchos los componentes moleculares encargados de reconocer y transducir el 
estatus metabólico mitocondrial. Éstos incluyen factores de transcripción, hormonas, cofactores, 
receptores nucleares y quinasas que regulan la función metabólica mediante: (i) el control de los 
procesos de transcripción, splicing, estabilidad y traducción en la síntesis de determinadas 
proteínas, (ii) modificaciones post-traduccionales (Dominy et al., 2011), o (iii) efectos 
alostéricos en determinadas enzimas. Pero en última instancia, estos factores detectan señales de 
la actividad mitocondrial como son los intermediarios metabólicos (la ratio NAD+/NADH, 
AMP/ATP, ADP/ATP o los niveles de acetyl-CoA), los niveles de ROS, o el potencial de 
membrana mitocondrial (Jin et al., 2010). 
 
En primer lugar, para mantener una correcta homeostasis celular se debe mantener un 
balance entre la generación y el consumo de ATP, por ello es lógico que existan proteínas 
regulatorias capaces de detectar los niveles de ATP, ADP y AMP. Sin embargo, tan sólo unas 
pocas enzimas son capaces de percibir directamente variaciones en la ratio de AMP/ATP, como 
son la glucógeno fosforilasa, la fosfofructokinasa o la fructosa-1,6-bifosfatasa. Por ello, se 
considera que la kinasa activada por monofosfato de adenina (AMPK) es el principal sensor 
energético celular, y por tanto, clave en el mantenimiento de la  homeostasis energética (Hardie 
et al., 2012). Brevemente, cuando la AMPK es activada tras un estrés energético, ya sea por una 
situación de reducción en el aporte calórico o bien ante un aumento en el gasto energético, se 
estimularán rutas catabólicas y se inhibirán las anabólicas, a través de la fosforilación de varias 
dianas. Las rutas clásicas por las cuales AMPK es activada son bien por un aumento en el ratio 
AMP/ATP o ADP/ATP, o bien por un incremento de Ca2+. En los últimos años se ha propuesto 
que AMPK también puede ser activada por los ROS (Wu et al., 2013). Mediante la fosforilación 
de residuos de serina y treonina de varias dianas, la AMPK es capaz de estimular la captación 
celular de glucosa y/o de ácidos grasos, para después promover el catabolismo de la glucosa vía 
glucolisis y/o de los ácidos grasos mediante la ß-oxidación que tiene lugar en la mitocondria. 
Otra manera que tiene la AMPK para incrementar la capacidad oxidativa es mediante la 
activación de la biogénesis mitocondrial a través de la fosforilación (Jäger et al., 2007) o 
acetilación(Cantó et al., 2009) de PGC1α, o mediante el reemplazo mitocondrial a través de la 
activación de la mitofagia (Egan et al., 2011). En este último caso, se presupone que como las 
mitocondrias son particularmente susceptibles al daño oxidativo, la mitofagia puede ser un 
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mecanismo por el cual se renueven las mitocondrias dañadas, permitiendo así mantener una 
producción de ATP óptima. 
 
El metabolismo mitocondrial también esta íntimamente ligado con la coenzima NAD; así, la 
disponibilidad y estado redox de la NAD tienen una gran influencia en muchos de los procesos 
metabólicos mitocondriales (Dölle et al., 2013).  La principal actividad de la NAD en la 
mitocondria tiene lugar en las reacciones redox. Muy concisamente, la forma oxidada (NAD+) 
es reducida a NADH en reacciones catabólicas como las que tienen lugar en el ciclo de Krebs o 
en la ß-oxidación de ácidos grasos, mientras que la forma reducida (NADH) actúa como agente 
reductor, siendo oxidada de nuevo por el Complejo I durante la fosforilación oxidativa.  Así que 
la proporción NAD+/NADH es un importante señalizador del estado redox y energético 
mitocondrial. 
 
Como molécula señalizadora, el NAD participa en modificaciones postraduccionales de 
proteínas como la ADP-ribosilación (i.e la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH)) (Ueda and 
Hayaishi, 1985),  y en la generación de segundos mensajeros (i.e ADPR cíclico) participando en 
la señalización del Ca2+ (Clapper et al., 1987). Pero sin lugar a dudas, es su papel en la 
deacetilación por sirtuinas el que centra la mayoría de las miradas en los últimos años.  
 
Desde que se descubrieron en el año 2000 (Kaeberlein et al., 1999), las sirtuinas (Sirt) son 
consideradas uno de los principales sensores metabólicos celulares. Son deacetilasas de histonas 
sensibles al estado metabólico, ya que requieren NAD+ como cofactor y, por ejemplo, tras un 
periodo de ayuno o ejercicio la ratio NAD+/NADH se incrementa y por lo tanto se estimula la 
deacetilación mediada por sirtuinas (Houtkooper et al., 2012). 
 
En los últimos años se suceden los estudios que relacionan la actividad de las sirtuinas con el 
envejecimiento y la longevidad (Hall et al., 2013). Se ha abierto un nuevo campo de 
investigación desde que se describió que Sir2 (sirtuina de levaduras homóloga a Sirt1) estaba 
involucrada en la regulación de la longevidad por medio de la restricción calórica (Houtkooper 
et al., 2010). La sobreexpresión de Sirt1 (Boutant and Cantó, 2014; Herranz et al., 2010; Satoh 
et al., 2013) o la suplementación farmacológica de NAD+ (NR o NMN) (Cantó et al., 2012) 
reproducen muchos de los beneficios obtenidos con la restricción calórica, como son la 
protección frente a disfunciones metabólicas asociadas con la edad, enfermedades 
cardiovasculares, cáncer y neurodegeneración; incluso mejoran la función mitocondrial (Khan 
NA et al. 2014 en prensa). 
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II.3.1 Especies reactivas de oxígeno como señalizadoras 
 
Como la mitocondria es una de las mayores fuentes de producción de ROS, se considera 
crítica en la regulación de la señalización redox. La señalización redox es un modo de 
señalización en la cual la producción de ROS o cambios es el estado redox de parejas cómo el 
glutatión o las tiorredoxinas provocan cambios en la actividad de proteínas como por ejemplo 
factores de transcripción. De este modo, el H2O2 puede difundir a través de la mitocondria y 
modificar reversiblemente residuos de cisteínas que provocarán cambios en la actividad de las 
proteínas, que podrán ser revertidos por los pools de glutatión y tiorredoxinas una vez que la 
señal disminuya (Lenaz, 2011). 
 
La generación de ROS en la matriz mitocondrial va a depender principalmente de la fuerza 
protón-motriz y gradiente electroquímico, de las ratio NADH/NAD+, CoQH2/CoQ, y de la 
concentración local de O2 (Murphy, 2009). Ello hace pensar que los niveles de ROS pueden ser 
un buen indicador del estatus metabólico celular. 
 
Cada vez toma más fuerza la idea de que los ROS actúan como moléculas señalizadoras en 
puntos específicos de numerosas cascadas de transducción (Formentini et al., 2012; Hamanaka 
and Chandel, 2010; Owusu-Ansah and Banerjee, 2009; Raimundo et al., 2012), como en la 
inducción de la biogénesis mitocondrial, respuesta ante situaciones de hipoxia, señalización en 
la diferenciación celular o regulación de la actividad de los complejos respiratorios (Figura I.5). 
 
 
 
Se propone que los ROS pueden actuar como moléculas señalizadoras induciendo la 
biogénesis mitocondrial (Moreno-Loshuertos et al., 2006), siendo este un mecanismo 
compensatorio ante defectos en la cadena respiratoria o adaptativo ante situaciones de estrés. 
Los ROS están involucrados en la señalización de AKT, una importante enzima reguladora de la 
biogénesis mitocondrial. Se propone que el peróxido de hidrógeno, a través de modificaciones 
redox, inactiva PTEN, por lo tanto se promueve la fosforilación de AKT y como consecuencia 
Figura I.5: Posibles mecanismos de 
señalización redox mitocondriales.  
Imagen tomada de (Murphy MP, 
2009) 
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se induce la biogénesis mitocondrial (Cruz et al., 2007; Li et al., 2013). También se ha 
propuesto que los ROS pueden inducir biogénesis mitocondrial vía PGC1α (St-Pierre et al., 
2006). En levaduras, los ROS han sido asociados directamente con la biogénesis mitocondrial 
mediante la oxidación de NTG1, necesaria para el inicio de la replicación del mtDNA (Hori et 
al., 2009). 
 
La señalización redox parece ser crítica también en la respuesta a hipoxia. Así, se ha 
sugerido, que en situaciones de hipoxia las mitocondrias se localizan perinuclearmente para 
incrementar los niveles de ROS localmente en el núcleo e incrementar la transcripción de genes 
HIF-1α dependientes (Al-Mehdi et al., 2012).  
Los ROS también están involucrados en la diferenciación celular, se ha descrito que son 
críticos en la diferenciación de adipocitos (Tormos et al., 2011); o en la activación de las células 
T (Sena et al., 2013). Pero también, los ROS y la función mitocondrial son críticos en el 
mantenimiento de la condición de pluripotencia (Ahlqvist et al., 2012; Sánchez-Aragó et al., 
2013), ya que los ROS producidos durante el metabolismo mitocondrial pueden determinar el 
destino de las células madre hematopoyéticas (HCS) (Suda et al., 2011) (Ito et al., 2004; 2006; 
Jang and Sharkis, 2007). Las HSC quiescentes tienen mecanismos protectores para prevenir 
altos niveles de ROS, como son menor contenido mitocondrial, metabolismo glucolítico, o una 
defensa antioxidante reforzada. Pequeños cambios en el contenido de ROS, pueden estimular 
estas células promoviendo la proliferación o diferenciación y reduciendo la capacidad de auto-
renovación.   
 
Como último ejemplo, hay que destacar el papel de los ROS en la regulación de la cadena de 
transporte de electrones permitiendo su adaptación para el uso de diferentes combustibles. Así, 
el peróxido de hidrógeno participa en la activación de la Fgr, una tirosina quinasa, que fosforila 
la subunidad catalítica FpSDH del Complejo II. Esta activación induce el Transporte Reverso de 
Electrones, ajustando los niveles de Complejo I y así se optimiza el uso de NADH/FADH2 
(Acin-Perez et. al. 2014, en prensa; Guaras-Rubio et al. 2014, en prensa). 
 
II.3.2 Mitohormesis 
 
En los últimos años se ha desarrollado el concepto de hormesis mitocondrial (mitohormesis).  
Este postula que niveles moderados de diferentes tipos de estrés mitocondrial inducen una 
respuesta adaptativa haciendo a las células menos susceptibles a posteriores perturbaciones. Se 
ha originado una nueva área de investigación centrada en la caracterización de los mecanismos 
moleculares de estas respuestas protectoras, y en evaluar su alcance en trastornos metabólicos y 
en última instancia en el envejecimiento (Yun and Finkel, 2014). 
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Se ha descrito que existe un aumento significativo de la longevidad en varios organismos si 
se afecta levemente la función mitocondrial. Por ejemplo mediante la reducción de algunas 
proteínas mitocondriales en C. elegans (Hamilton et al., 2005) y Drosophila (Copeland et al., 
2009), o la supresión del factor de ensamblaje SURF1 en ratones (Dell'agnello et al., 2007). 
Estos resultados sugieren que perturbaciones leves impiden el deterioro de la función 
mitocondrial asociada a la edad, incluso se ha propuesto que el desequilibrio entre proteínas 
nucleares y mitocondriales puede ser un mecanismo conservado de la longevidad (Houtkooper 
et al., 2013). 
 
Como posibles señalizadores del estrés mitocondrial en el fenómeno de mitohormesis, se han 
propuesto los niveles de ROS (Yang and Hekimi, 2010) y de NAD+ (Gomes et al., 2013; 
Mouchiroud et al., 2013). De este modo, se ha observado que un aumento en el estrés oxidativo 
(Ristow and Schmeisser, 2011; Zuin et al., 2010), o la administración de un precursor del NAD+ 
(NR o NMN) (Cantó et al., 2012) pueden aumentar la longevidad. 
  
Por medio de la respuesta mitocondrial a proteínas desplegadas (mitochondrial unfolding 
protein response o UPRmt) la células pueden responder al estrés mitocondrial, tratando de 
restaurar la homeostasis mediante la inducción de la transcripción de chaperonas y proteasas 
mitocondriales, como también mediante la inducción de genes involucrados en el importe de 
proteínas mitocondriales y en el metabolismo de ROS (Jovaisaite et al., 2014). Parece ser, que 
tan sólo forzando la expresión de los genes que regulan la UPRmt es suficiente para retardar el 
deterioro de la función mitocondrial con la edad. Es muy interesante que en un modelo de 
Drosophila con una disfunción mitocondrial en el músculo, se ha descrito una inducción 
autónoma de la UPRmt complementada a su vez con la represión no autónoma de la 
señalización de la insulina, promoviendo la longevidad y retrasando el deterioro de la función 
muscular con la edad (Owusu-Ansah et al., 2013).  
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III. La mitocondria: un orgánulo sinérgico 
 
III.1 Sinergia de dos genomas: nuclear y mitocondrial 
 
La singularidad genética del sistema OXPHOS es que es el único proceso descrito en células 
de mamíferos cuyos componentes están codificados en dos genomas, el DNA mitocondrial 
(mtDNA) y el DNA nuclear (nDNA) (Figura I.3). 
 
En gran medida esta sinergia de genomas es la responsable de la complejidad del sistema. 
Así, la función sinérgica del sistema OXPHOS va a depender de: (i) las características 
intrínsecas de ambos genomas; (ii) la acción coordinada y cooperativa de los dos genomas, 
siendo necesaria una comunicación funcional entre el núcleo y la mitocondria para formar una 
correcta estequiometria de los complejos OXPHOS; (iii) y del desajuste o “mismatch” que se 
pueda dar entre los productos génicos codificados en ambos genomas (Lane, 2011). 
 
III.1.1 Características del genoma mitocondrial  
 
Ambos genomas, nuclear y mitocondrial, presentan importantes diferencias tanto a nivel de 
estructura, función, herencia y ploidía (Tabla I.1). 
 
Característica Genoma Nuclear Genoma Mitocondrial 
Tamaño ~ 3.3x109 bp 16.569 bp 
Numero de moléculas de DNA por 
célula 
23 haploides, 46 diploides 
 
Poliploidía, varios miles de copia 
por célula 
Número de genes codificados ~ 20.000-30.000 37 
Densidad Génica ~ 1 por 40.000 bp 1 por 450 bp 
Intrones Frecuentes Ausentes 
Porcentaje de DNA codificado ~ 3% ~ 93% 
Código genético Universal AUA: metionina; TGA triptófano; AGA y AGG codones stop 
Asociaciones con proteicas Nucleosoma, histonas Nucleoides, TFAM 
Modo de herencia Mendeliana para autosomas y Cr. X. Paternal para el Cr. Y Exclusivamente materna 
Replicación Coordinada con el ciclo celular. DNA polimerasas α y δ 
Relajada. Independiente del ciclo 
celular.  DNA polimerasa ϒ 
Transcripción Muchos genes se transcriben individualmente 
Todos los genes de ambas cadenas 
se transcriben como policistrones 
Recombinación Durante la profase de la meiosis No hay evidencias 
 
 
 
Tabla I.1: Principales diferencias entre el genoma nuclear y mitocondrial. Tabla modificada de 
(Taylor RW and Turnbull DG, 2005)  
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La diferencias más relevantes son la herencia materna (Giles et al., 1980) y la condición de 
multicopia del mtDNA. En mamíferos, cada mitocondria contiene entre 2 y 10 copias de 
mtDNA y cada célula, alrededor de 103 y 104 copias, dependiendo del tejido y de las 
necesidades energéticas de la célula (Satoh and Kuroiwa, 1991). Además es posible la 
existencia de varias formas alélicas del mtDNA en un mismo individuo, pudiendo diferir su 
proporción relativa dependiendo del tejido (Holt et al., 1988a). La presencia de mas de un tipo 
de mtDNA en una célula o tejido se denomina heteroplasmia, frente al término homoplasmia 
que se utiliza cuando todas las moléculas de mtDNA de una célula u organismo son idénticas. 
Dentro de un individuo pueden encontrarse distintos grados de heteroplasmia en los diferentes 
tejidos. 
 
Cabe destacar también que el mtDNA no sufre recombinación (Hagström et al., 2014); 
aunque presenta una alta tasa de mutación (10 veces superior a la del nDNA) (Brown et al., 
1979). Esta se ha atribuido a la exposición del mtDNA a las especies reactivas de oxígeno 
generadas en el interior de las mitocondrias y a la ausencia de sistemas eficientes para su 
reparación. Pero recientemente se ha postulado que la mayor tasa de mutación del mtDNA 
puede haber sido seleccionada positivamente al conferirle un carácter similar a los genes de 
contingencia (Parmakelis et al., 2013) (Comunicación Oral, José Antonio Enríquez). 
 
III.1.2 Expresión coordinada de dos genomas, biogénesis mitocondrial y control de 
calidad. 
 
El sistema OXPHOS es el resultado de la acción coordinada de los dos genomas, nuclear y 
mitocondrial, y aunque la síntesis de las proteínas mitocondriales tiene lugar en dos 
compartimentos celulares, la regulación coordinada de la biogénesis mitocondrial esta 
gobernada por factores nucleares jerárquicamente regulados (Dominy and Puigserver, 2013). 
 
Todos los factores que se requieren para el mantenimiento y transcripción del mtDNA están 
codificados en el núcleo. De esta manera, la transcripción del mtDNA esta regulada 
principalmente por los factores de transcripción mitocondrial A (TFAM), B1 (TFB1) y B2 
(TFB2) y la RNA polimerasa-ϒ (Polrmt), y por los factores de transcripción que controlan la 
expresión de genes respiratorios codificados por el núcleo, NRF1 y NRF2, que controlan la 
expresión de genes OXPHOS (Cyt c, ATPase-ϒ o subunidades del complejo IV). Además, estos 
factores de transcripción nucleares, NRF1 y NRF2, también regulan la expresión de genes de 
proteínas de importe mitocondrial, de ensamblaje, y de factores de transcripción mitocondriales 
como TFAM, TFB2 y TFB1 (Gleyzer et al., 2005), de manera que podrían coordinar la 
expresión simultánea de los dos genomas (Bestwick and Shadel, 2013). 
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Se ha descrito un nivel superior de coordinación, sujeto al control de co-activadores de la 
transcripción de la familia de los receptores activados por factores proliferadores de 
peroxisomas (PPARs) como son PGC1-α, PGC1-ß y PRC (Puigserver et al., 1999; Scarpulla, 
2006). El más estudiado es PGC1α, que es capaz de regular la biogénesis mitocondrial a través 
de su interacción con los factores nucleares NRF1 y NRF2, con el receptor nuclear relacionado 
con el receptor de estrógenos α (ERR-α) (Tcherepanova et al., 2000), e incrementando la 
expresión de TFAM, TFB1 y TFB2.  Como hemos visto en el apartado anterior, la activación de 
PGC1α puede estar mediada por AMPK o Sirt1 en situaciones de restricción calórica (Cantó et 
al., 2009), y por los ROS o por HIF1α en situaciones de hipoxia (Wenz, 2013).  
 
Así, se considera que la modulación de la biogénesis mitocondrial es un mecanismo de 
adaptación que permite mantener la homeostasis celular ya sea en procesos fisiológicos, como 
el desarrollo y diferenciación celular, programas celulares y tisulares específicos, o ante 
situaciones de estrés.  
 
Aunque PGC1α es considerado el regulador central de la biogénesis mitocondrial, deben 
existir más mecanismos regulatorios alternativos ya que, por ejemplo, la ablación de PGC1α no 
perjudica la proliferación celular durante el desarrollo embrionario o la formación de las células 
germinales femeninas; y en ambos casos la biogénesis mitocondrial está severamente regulada. 
Sin embargo, se sabe muy poco sobre estos mecanismos alternativos (Lin et al., 2004; 
Selesniemi et al., 2011).  
 
Por último, el doble origen genético del sistema de fosforilación oxidativa, exige la 
existencia de varios sistemas que ejerzan un fuerte control y permitan eliminar aquellos 
productos proteicos que se hallen en exceso o sean defectuosos (Gerdes et al., 2012). La 
mitocondria dispone de un sistema proteolítico compuesto por i-AAA (activas en el espacio 
intermembrana) y m-AAA proteasas (activas en la matriz mitocondrial) que además de 
promover la degradación de las proteínas defectuosas, participan en la maduración proteolítica 
de proteínas específicas, como la proteína MrpL32, regulando así la biogénesis de la cadena 
respiratoria (Nolden et al., 2005). Además, la mitocondria dispone de un mecanismo de 
respuesta a proteínas desplegadas específico (UPRmt), que se inducirá ante un estrés 
mitocondrial induciendo la transcripción de chaperonas (i.e HSP-70 y HSP-60) para restablecer 
la proteostasis mitocondrial (Jovaisaite et al., 2014).  
 
III.1.3 Interacción de proteínas nucleares y mitocondriales 
 
Las subunidades codificadas por los genes mitocondriales tienen que interaccionar 
directamente con las subunidades codificadas en el núcleo, confiriendo al sistema OXPHOS un 
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característica de mosaico o puzle, cuya función estará determinada por el resultado de la 
interacción de las piezas del mismo (Figura I.3). 
 
La importancia funcional de esta interacción se ve reflejada en la co-evolución que han 
sufrido ambos genomas, puesta en evidencia por el hecho de que la función del sistema 
OXPHOS se pierde cuando se combinan nDNA y mtDNA de especies cercanas (Hadjivasiliou 
et al., 2012). 
 
Aunque la mayoría de las subunidades de los complejos respiratorios sean comunes a todos 
los órganos, en mamíferos se ha confirmado la expresión de variantes específicas de tejido. Por 
lo menos cinco subunidades del complejo IV presentan isoformas específicas de tejido. Estas 
son Cox4i1/Cox4i2; Cox6a1 y Cox6a2; Cox6b1/Cox6b2; Cox7a1/Cox7a2; 
Cox8a/Cox8b/Cox8c (Fornuskova et al., 2010), así por ejemplo, la Cox7a1 es una isoforma del 
corazón y músculo, mientras que Cox7a2 es una isoforma del hígado. Pero además, la expresión 
de estas isoformas capaces de conferir diferentes propiedades catalíticas, no solamente son 
específicas de tejido, si no que también se pueden expresar ante ciertos estímulos. Por ejemplo, 
ante situaciones de hipoxia se induce un reemplazamiento de la isoforma Cox4i1 por la Cox4i2, 
otorgando una mayor ratio de reemplazo a la actividad de la enzima (Fukuda et al., 2007). En 
otras especies, como Drosophila, se ha observado que presentan duplicaciones de genes 
mitocondriales codificados en el núcleo, y que su expresión es tejido específica (Gallach et al., 
2010). 
 
La homoplasmia, situación en la cual todas las copias de mtDNA son idénticas en una célula, 
es considerada la norma biológica (en ausencia de patología), sin embargo las nuevas 
aproximaciones metodológicas utilizando secuenciación de nueva generación, indican que la 
heteroplasmia en humanos es más común de lo que se pensaba (Ramos et al., 2013). 
 
Ante estos antecedentes, se ha propuesto que la existencia de distintas combinaciones 
nucleares (i.e duplicaciones génicas, isoformas, variantes poblacionales…) y mitocondriales (i.e 
variantes de mtDNA, heteroplasmia…) es otro proceso que puede conferir versatilidad a la 
cadena respiratoria. 
  
III.2 Variabilidad poblacional del mtDNA 
 
El mtDNA es altamente polimórfico: esto significa que hay numerosas diferencias en su 
secuencia, no patológicas, entre individuos del mismo grupo étnico y que se ven incrementadas 
entre individuos de grupos distintos. Estudios de fragmentos polimórficos de restricción (RFLP) 
del mtDNA de un amplio rango de poblaciones humanas, han puesto de manifiesto la existencia 
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de un número estable de polimorfismos, en regiones codificantes del mtDNA, que definen los 
llamados haplogrupos mitocondriales (Torroni et al., 1996; Wallace et al., 1999). 
 
 
 
La extensa variabilidad de secuencia que presenta el mtDNA humano se ha considerado 
durante algún tiempo como el resultado de sustituciones neutras que se han ido acumulando a lo 
largo de la historia de las mujeres en lugares geográficos discretos y a causa de la deriva 
genética. Es decir, se ha considerado que esta variabilidad no patológica en el mtDNA se ha 
acumulado bajo un modelo de equilibrio neutro, fuera de la selección, y con poca o ninguna 
relevancia como un mediador de los procesos evolutivos de la población. Así, la ausencia de 
selección, la herencia materna y la falta de recombinación del mtDNA, han hecho de éste la 
Figura 1.6: Varaibilidad pobacional  y mutaciones del mtDNA. (A) Mapa del mtDNA humano 
mostrando las sustituciones de bases patogénicas (periferia) y adaptativas (centro). (B) Diagrama de la 
historia migratoria de los haplogrupos de mtDNA humanos. Figura tomada de Wallace DC. and  
Chalkia D., 2013. 
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herramienta estrella para el estudio de la evolución y la genética de poblaciones (Pakendorf and 
Stoneking, 2005). (Figura 1.6B). 
 
En las últimas dos décadas ha habido un importante cambio de perspectiva acerca de la 
neutralidad de las variantes mitocondriales. Numerosos trabajos realizados tanto en modelos de 
vertebrados como invertebrados, sugieren que el afianzamiento de las secuencias polimórficas 
del mtDNA están sujetas a importantes efectos fenotípicos (Ballard and Whitlock, 2004; Blier et 
al., 2001; Dowling et al., 2008; Galtier et al., 2009). Muchas de estas evidencias proceden de 
estudios en los cuales se han asociado variantes  sanas de mtDNA con diversos fenotipos, como 
son  la motilidad espermática y fertilidad masculina (Ruiz-Pesini et al., 2000); deficiencias 
auditivas (Johnson et al., 2001); cognición (Roubertoux et al., 2003); sensibilidad a fármacos 
(Pacheu-Grau et al., 2010); longevidad y envejecimiento (Castri et al., 2009); susceptibilidad a 
diversas enfermedades como alzhéimer (Ridge et al., 2012; Santoro et al., 2010), parkison 
(Takasaki, 2009) o diabetes (Liou et al., 2012); penetrancia de enfermedades ligadas al mtDNA 
(Brown et al., 2002; Gómez-Durán et al., 2012); o a la respuesta a la sepsis (Lorente et al., 
2012). También se han asociado con diferencias en funciones específicas del sistema OXPHOS, 
como la producción de ROS mitocondrial (Moreno-Loshuertos et al., 2006) o la cinética de 
ensamblaje de los complejos de la cadena de transporte electrónico (Pello et al., 2008), incluso 
se ha llegado a sugerir que las variaciones del mtDNA son un sistema adaptativo que han 
permitido la colonización de diferentes ambientes, como la adaptación a climas fríos (Ruiz-
Pesini et al., 2004). Todas estas observaciones resultan todavía muy polémicas, siendo 
numerosos los trabajos que ponen en entredicho estas asociaciones fenotípicas, como es el caso 
de la motilidad espermática (Mossman et al., 2012) o del parkinson (Mehta et al., 2009).  
 
III.3 Etiología y segregación de mutaciones patológicas del mtDNA  
 
En 1988 se demostró que tanto deleciones en el mtDNA, mutaciones en genes codificantes 
de subunidades estructurales de los complejos en el mtDNA o mutaciones en los genes de la 
maquinaria de traducción mitocondrial, podían ocasionar enfermedades. Las deleciones se 
asociaron con miopatías mitocondriales (Holt et al., 1988b), se relacionó la mutación en el gen 
ND4 (G11778A) con la neuropatía óptica hereditaria de Leber (LHON) (Wallace et al., 1988a), 
y se describió que la mutación en el gen del tRNALys (A8344G) (Shoffner et al., 1990; Wallace 
et al., 1988b) puede ser responsable del síndrome de epilepsia mioclónica asociada a fibras rojas 
rasgadas (MERRF). (Figura 1.6A) 
 
Desde estas primeras asociaciones entre mutaciones del mtDNA y patología, se han descrito 
numerosas mutaciones puntuales, deleciones y depleciones del mtDNA asociadas con diferentes 
enfermedades, siendo las mutaciones patológicas del mtDNA más comunes de lo que se 
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pensaba. Aunque la incidencia clínica de las enfermedades mitocondriales sea considerable,  
alrededor de 1:5000 (Schaefer et al., 2008), análisis de la sangre del cordón umbilical de recién 
nacidos revela que 1 de cada 200 contiene una de las 10 mutaciones más comunes del mtDNA 
(Chinnery et al., 2012; Elliott et al., 2008). 
 
La naturaleza y fenotipo de las enfermedades mitocondriales dependen principalmente de la 
mutación en cuestión y del porcentaje de heteroplasmia presente. De este modo, desde el punto 
de vista genético las enfermedades mitocondriales son muy complejas,  ya que son el resultado 
de la interacción de numerosos genes nucleares y mitocondriales, presentando una gran 
variabilidad interindividual (tanto en el genoma nuclear como variantes del mtDNA) e 
intraindividual (función mitocondrial, expresión génica, y niveles de heteroplasmia específicos 
de tejido). En todo caso, el aspecto más impredecible de la genética del mtDNA sigue siendo la 
segregación de la heteroplasmia del mtDNA. 
 
Es esencial tanto para entender la variabilidad clínica y etiología de muchas enfermedades 
mitocondriales, así como para desarrollar nuevas terapias para frenar el desarrollo y progresión 
de enfermedades mitocondriales (Schon et al., 2010), conocer los mecanismos por los cuales las 
mutaciones del mtDNA heteroplásmicas se vuelven predominantes o son eliminadas en la línea 
germinal femenina y/o en tejidos somáticos. 
 
Durante los años 90, muchos grupos mostraron que las mutaciones del mtDNA podían 
segregar dependiendo de la mutación y del tejido. Se ha descrito una segregación direccional del 
mtDNA en pacientes con enfermedades mitocondriales. Por ejemplo, deleciones del mtDNA 
son acumuladas progresivamente en el músculo (Weber et al., 1997) y eliminadas de células 
sanguíneas de pacientes con el síndrome de oftalmoplejia externa progresiva crónica (CPO) y 
Kearn Sayre (KS) (Larsson et al., 1992); y raramente son transmitidas a través de la línea 
germinal femenina. Y aunque no tan rápido, la mutación en el tRNALeu(UUR) (A3243G) asociada 
con MELAS, también se elimina progresivamente de las células sanguíneas en los pacientes que 
la contienen (Pyle et al., 2007; Rahman et al., 2001) mientras que los niveles de heteroplasmia 
se mantienen constantes en tejidos post-mitóticos como el músculo o epitelio urinario. Sin 
embargo la mutación en el tRNALys (A8344G) asociada con MERRF, no es eliminada en sangre 
(Rajasimha et al., 2008). 
III.4 Heteroplasmia y segregación 
 
Cómo se ha visto en el apartado anterior, las mutaciones patológicas del mtDNA en 
humanos pueden segregar en una manera tejido-específica afectando el desarrollo y severidad 
de la enfermedad. Pero se sabe muy poco acerca de los mecanismos moleculares responsables 
de esta segregación específica (Figura I.7). 
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En sistemas de cultivo de cíbridos mitocondriales heteroplásmicos se observó que las 
proporciones del mtDNA mutante cambiaban a lo largo del cultivo. Se observó que había un 
aumento en la proporción de la mutación A3243G en cíbridos con fondo nuclear 143B (Hayashi 
et al., 1991). Sin embargo, la misma mutación en un fondo nuclear A549 tendía a disminuir 
(Yoneda et al., 1992), indicando que el fondo nuclear puede influenciar la dirección de la 
segregación.  
 
Un ejemplo muy llamativo de la influencia nuclear en la segregación del mtDNA se observó 
en ratones en los cuales se indujo una heteroplasmia artifical entre dos mtDNAs wild-type, 
Balb/cByJ y NZB/BINJ (Jenuth et al., 1997), en un núcleo Balb/cByJ (Sharpley et al., 2012); o 
129S6 y NZB/BINJ en un núcleo C57BL/6J. Ambos modelos de ratón presentan una selección 
tejido-específica, que favorece la acumulación del mtDNA de NZB/BINJ en hígado y riñón, del 
de Balb/cByJ o 129S6 en sangre y bazo, mientras que otros tejidos no presentan preferencia por 
ninguna de las variantes de mtDNA. Por otra parte, se descubrió que en el núcleo CAST/Ei 
algunos tejidos no presentaban la misma intensidad de segregación del mtDNA Balb/cByJ y 
NZB/BINJ, lo que permitió mapear loci genéticos involucrados en el proceso de segregación del 
mtDNA (Battersby et al., 2003). Estos estudios llevaron a la identificación del gen Gimap3 
(Jokinen et al., 2010), una GTPasa del retículo endoplásmico, como un regulador crítico en la 
segregación del mtDNA en tejidos hematopoyéticos. Aún no se conocen los mecanismos por los 
cuales Gimap3 regula la segregación del mtDNA (Jokinen and Battersby, 2013), pero este 
descubrimiento pone de manifiesto que los mecanismos que regulan la segregación del mtDNA 
pueden ser también tejido-específicos. Un trabajo realizado en nuestro grupo, sugiere que 
diferencias en la eficiencia de OXPHOS y en la producción de ROS entre los haplotipos de 
mtDNA de ratón puede ser la explicación del fenómeno de segregación selectiva observado en 
ratones heteroplásmicos (Moreno-Loshuertos et al., 2006). 
 
Se ha propuesto que los mecanismos que regulan la dinámica y recambio/renovación 
mitocondrial pueden ser críticos en la modulación de la segregación del mtDNA. Así por 
ejemplo, la interferencia de los RNAs de los genes Drp1 y Fis1, que promueven la fisión 
mitocondrial, favorece la acumulación de la mutación A3243G en células de rabdomiosarcoma 
heteroplásmicas humanas (Malena et al., 2009). La sobreexpresión de la ligasa ubiquitina E3 
Parkina en cíbridos heteroplásmicos con una mutación deletérea en COX1 induce una selección 
en contra del mtDNA mutante, y se postuló que la despolarización mitocondrial inducida por la 
translocación de la parkina activa la eliminación por autofagia (Suen et al., 2010). Por último, el 
tratamiento con rapamicina, que estimula la mitofagia por medio de la inhibición de la diana de 
rapamicina en células de mamífero (mTOR), induce una reducción significativa de los niveles 
de la mutación G11778A en líneas celulares de cíbridos heteroplásmicos (Dai et al., 2014). 
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Se ha demostrado también un desplazamiento en la heteroplasmia del cultivo si se ponen de 
manifiesto las diferencias en el rendimiento OXPHOS. El tratamiento con 
galactosa/Oligomicina (Manfredi et al., 1999) o con cuerpos cetónicos (Santra et al., 2004) en 
células que contienen una mutación en la ATP6 en heteroplasmia o en células provenientes de 
pacientes con delecciones en el mtDNA (síndrome KS) respectivamente, induce una 
eliminación del mtDNA mutante en el cultivo.  
 
 
 
 
Otro ámbito importante en el estudio de la segregación del mtDNA es la transmisión 
intergeneracional (Stewart et al., 2008a). Existen notables diferencias en la segregación del 
mtDNA entre células germinales y somáticas. En células somáticas parece poco probable que la 
segregación sea causada por un cuello de botella del mtDNA, mientras que estudios 
intergeneracionales de la herencia del mtDNA en vacuno, ratones y familias con enfermedades 
mitocondriales, muestran la existencia de un rápido cambio hacia la condición de homoplasmia 
en tan sólo una generación (Hauswirth and Laipis, 1982; Larsson et al., 1992). Estos resultados 
sugirien la actuación de un cuello de botella del mtDNA en la línea germinal femenina, donde 
sólo unas pocas moléculas de mtDNA de la línea germinal son transmitidas para generar todas 
las moléculas presentes en la siguiente generación. Durante los últimos 15 años, varios estudios 
han intentado identificar el momento en el cual el cuello de botella genético mitocondrial tiene 
lugar en la línea germinal femenina (Figura I.8). 
 
El escenario se ha complicado más, pues pese a que los primeros indicios apuntaban a que la 
segregación del mtDNA en la línea germinal femenina es un proceso aleatorio (Jenuth et al., 
1996), estudios posteriores que testaron la segregación de mutaciones patológicas, muestran una 
fuerte selección purificadora en contra de las mutaciones patológicas que dañan la función de la 
cadena respiratoria (Fan et al., 2008; Stewart et al., 2008b). Trabajos recientes, muestran que 
incluso variantes sanas de mtDNA murinas (NZB y 129) (Sharpley et al., 2012), también se ven 
Figura I.7: Posibles mecanismos y niveles de selección del mtDNA 
Figura modificada de (Stewart JB, 2009) 
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sometidas a una segregación específica del mtDNA en la línea germinal femenina. Por último, 
mutaciones en genes que codifican para tRNAs muestran también un comportamiento no 
aleatorio (Freyer et al., 2012), si bien es cierto, que la selección es menos intensa que en el caso 
de mutaciones en genes que codifican para proteínas mitocondriales. 
 
En concusión, está bien establecido la existencia de un mecanismo genético de cuello de 
botella en el mtDNA en la línea germinal femenina, así como una selección selectiva del 
mtDNA en la transmisión intergeneracional del mtDNA. Sin embargo los mecanismos que 
rigen estos procesos, así como el momento en que tienen lugar (desarrollo embrionario 
temprano; formación de PGCs, oogonias o maduración del ovocito) aún no se conocen con 
precisión. 
 
Figura I.8: Desarrollo de las células germinales en ratón y teorías que explican el cuello de 
botella del mtDNA. Los ovocitos son las células de mamíferos con mayor contenido de mtDNA, 
alrededor de 250.000 copias por célula. Durante las primeras etapas de desarrollo embrionario la gran 
cantidad de copias de mtDNA del ovocito no es replicado, y se distribuye entre las células hijas siendo 
la cantidad total de mtDNA similar entre un ovocito, un blastocisto y un embrión implantado de día 
E5.5 en ratón. Un trabajo realizado tras la generación de ovocitos de Rhesus heteroplasmicos, 
demuestra que la evolución hacia la homoplasmia puede ocurrir en estas etapas tempranas del 
desarrollo y el cuello de botella pudiese ya ocurrir en el epiblasto antes de la formación de las células 
primordiales germinales (PGCs) (Lee et al., 2012). 
  
En ratón, ya en el día E7.5, se identifican las PGCs, las cuales proliferaran para generar un gran 
número de oogonias, muchas de las cuales sufrirán atresia durante la diferenciación del ovocito. Los 
dramáticos cambios en el número de copias de mtDNA entre las PGCs (alrededor de 200 copias) y el 
ovocito (más de 100.000 copias); sugirieron que el cuello de botella del mtDNA era debido a una 
reducción en el número de copias de mtDNA.  
 
Estimaciones matemáticas (Jenuth et al., 1996) sugieren que para existir un cuello de botella genético 
mitocondrial, el número de unidades de segregación necesarias debe ser menor de 200.  Así que este 
podría tener lugar en la formación de las PGCs, donde el número de copias de mtDNA por célula es 
alrededor de 200 (Cree et al., 2008) o bien durante la foliculogénesis, proponiendo que la asociación 
en nucleoides del mtDNA conlleva a una replicación de subpoblaciones que reduciría el número de 
unidades de segregación (Wai et al., 2008). Figura tomada de (Stewart JB et al; 2009). 
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I. Antecedentes  
 
En 1997 se publicó un trabajo fascinante en el que se generaron ratones heteroplásmicos que 
contenían las variantes Balb/c y NZB de mtDNA (Jenuth et al., 1997). Tras examinar los niveles 
de heteroplasmia en varios tejidos, se observó que el hígado y riñón siempre acumulaban el 
mtDNA NZB, mientras que el bazo y la sangre acumulaban el mtDNA Balb/c. Se demostró así, 
por primera vez, la existencia de una segregación selectiva del mtDNA en un modelo de ratón. 
Han pasado más de 15 años desde esta observación y aun no se saben las causas que gobiernan 
dicha selección.  
 
En modelos celulares, derivados de hepatocitos (Battersby and Shoubridge, 2001) o cíbridos 
transmitocondriales (Moreno-Loshuertos et al., 2006), se vio que los diferentes haplotipos de 
mtDNA (Balb/c vs. NZB) generaban una capacidad respiratoria similar, por lo tanto no había 
indicios para conjeturar que diferencias funcionales promovidas por el mtDNA pudiesen 
explicar el fenotipo de selección diferencial (Battersby and Shoubridge, 2001). Pero, en el 
trabajo realizado en nuestro laboratorio con cíbridos transmitocondriales, se demostró que tras 
la aparente igualdad en la capacidad respiratoria subyace un comportamiento desigual de la 
cadena de transporte electrónico que se revela mediante diferencias en la producción de H2O2 y 
en el número de copias de mtDNA por célula. Se propuso que los ROS optimizaban la 
capacidad respiratoria a través de la estimulación de la biogénesis mitocondrial (Moreno-
Loshuertos et al., 2006). 
 
Sin embargo, aunque estos últimos resultados han sido reproducidos en otros laboratorios 
(Fan et al., 2012; Ishikawa et al., 2010), han sido objeto de duras críticas. Una de los principales 
críticas recaía en el modelo de estudio, células inmortalizadas de ratón con fondo nuclear L929, 
altamente aneuploides, que no podían garantizar la uniformidad del fondo nuclear entre las 
diferentes líneas de cíbridos transmitocondriales y cultivadas en una atmosfera del 21% de 
oxígeno (Battersby and Shoubridge, 2007). 
 
Con estos antecedentes, el objetivo inicial de esta tesis fue evaluar si las diferencias 
funcionales observadas in vitro son relevantes in vivo, y si son capaces de promover cambios 
funcionales específicos de tejido que expliquen la segregación diferencial del mtDNA 
observada en los ratones heteroplásmicos. 
 
Para este estudio hemos utilizado las variantes mitocondriales de las líneas consanguíneas de 
ratón C57BL/6J y NZBOla/Hsd, adquiridos en Harlan Laboratories. Las razones de esta 
elección son: (i) que hay diferencias en la capacidad OXPHOS entre ambas variantes en los 
cíbridros transmitocondriales; (ii) que NZB presenta el comportamiento de segregación in vivo;  
(iv) que, aunque no había sido evaluada la segregación del haplotipo C57BL/6J, este se 
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comporta de manera similar a Balb/c en los modelos celulares, por lo que esperaríamos el 
mismo comportamiento de segregación que en los ratones heteroplásmicos BalbcBalbc-NZB si son 
las diferencias funcionales las responsables de esta selección; y, por último, (v) que el genoma 
de la estirpe C57BL/6J se ha secuenciado en su totalidad.  
 
II. Objetivos 
 
1. Generación y caracterización de los modelos animales: ratones conplásticos (idéntico 
nDNA y distinto mtDNA) y heteroplásmicos (contienen dos variantes de mtDNA en la 
misma célula) y quiméricos (contienen dos variantes de mtDNA en células distintas) 
 
2. Estudio de los efectos funcionales de las variantes de mtDNA no patológicas sobre el 
sistema OXPHOS, el metabolismo celular y fisiología del organismo. 
 
3. Estudio de la segregación selectiva del mtDNA no patológico en tejidos somáticos y 
durante la transmisión intergeneracional. 
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I. Material y métodos: modelos animales 
I.1. Condiciones de alojamiento y experimentación 
 
Los animales han sido alojados en la Unidad de Medicina Comparada del CNIC y 
mantenidos de acuerdo a la legislación española sobre protección de los animales utilizados para 
experimentación y otros fines científicos (Real Decreto 1201/2005 y Ley 32/2007). La 
legislación española es una trasposición de la Directiva 86/609/EEC. Las condiciones de 
alojamiento y manejo reflejan las recomendaciones de la Comisión del Consejo de Europa del 
18 de junio del 2007 sobre guías para el alojamiento y cuidado de los animales utilizados para 
experimentación y otros fines científicos. 
  
Los roedores han sido alojados en jaulas dentro de un sistema de rack ventilado, con una 
cama de viruta y material de nidificación suficiente. Salvo en caso de experimentos puntuales, 
todos los ratones disponen de comida y agua ad libitum. La dieta de mantenimiento utilizada ha 
sido 5K67 LabDiet®. El número máximo de animales por jaula está limitado y adaptado a la 
normativa vigente (Real Decreto 53/2013), que también establece las condiciones ambientales 
de humedad (HR: 45-65%) y temperatura (20-24ºC). 
 
Por último, todos los procedimientos animales realizados como parte del trabajo 
experimental con animales en esta tesis doctoral, han sido aprobados previamente por el Comité 
Ético. 
 
I.2. Generación y mantenimiento de los modelos animales 
 
I.2.1 Generación, mantenimiento y genotipado de ratones conplásticos 
I.2.1.1 Generación de ratones conplásticos 
 
Las líneas consanguíneas C57BL/6JOlaHsd y NZBOla/Hsd proceden de Harlan 
Laboratories. Los ratones conplásticos fueron generados por retrocruzamiento de los animales 
durante un mínimo diez generaciones antes de iniciar los experimentos.  
 
La hembra donadora del mtDNA se cruzó con el macho donador del nDNA, y las hembras 
nacidas en cada generación se cruzaron de nuevo con el macho donador del nDNA. De este 
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modo, se estableció una línea con el fondo nuclear C57BL/6J y el mtDNA NZB (BL/6NZB). Y 
una segunda línea con el fondo nuclear NZB y mtDNA C57BL/6J (NZBBL/6). (Figura M.1) 
 
 
 
I.2.1.2 Mantenimiento de los ratones conplásticos 
 
Las crías obtenidas tras 10 generaciones son consideradas conplásticas y son mantenidas 
mediante el cruce de las hembras conplásticas donadoras del mtDNA con los machos de la línea 
consanguínea receptora. 
 
Las líneas conplásticas obtenidas son sanas y fértiles, y los parámetros morfológicos y 
reproductivos se asemejan a los ratones consanguíneos originales del mismo genoma nuclear. 
Pero hay diferencias muy notables entre las líneas con distinto genoma nuclear. Destaca el 
tamaño en cuanto a aspectos morfológicos, los ratones nNZB son mucho más grandes. En 
cuanto a parámetros reproductivos, los ratones nC57BL/6 presentan mejores índices de 
fertilidad. Además, hemos tenido graves problemas con el canibalismo  en la línea nNZB, y la 
agresividad entre machos, obligando en muchos casos a su individualización. 
Figura M.1: Generación y mantenimiento de ratones conplásticos. Representación esquemática. 
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Para evitar la acumulación de diferencias genéticas debido a la variabilidad individual y a la 
deriva genética de mantener stocks separados por un largo tiempo, en el mantenimiento de la 
línea C57BL/JOlaHsd se renuevan los reproductores cada seis generaciones con nuevos 
animales provenientes de Harlan. 
 
I.2.1.4 Genotipado de ratones conplásticos 
Análisis de variación de SNPs: RFLP 
 
De modo rutinario el genotipado de los ratones ser realizó por medio de la RFLP4276  para 
evaluar el mtDNA (ver apartado I.3.1). La pureza nuclear se evaluó por medio de 30 RFLPs que 
interrogaban 30 polimorfismos particulares de las líneas puras C57BL/6 y NZB, cubriendo los 
20 cromosomas nucleares (Tabla M.1 y Tabla M.2). Para la identificación de los SNPs se utilizó 
la herramienta de Jackson Laboratory: http://www.informatics.jax.org/strains_SNPs.shtml. 
Análisis de variación de SNPs: Array 
 
El DNA genómico total (500ng) proveniente de biopsias de cola de los ratones fue procesado 
de acuerdo con el protocolo de Affymetrix Genome-Wide Human SNP Nsp/Sty (detalles en 
http://www.affymetrix.com). El Array de genotipado, “Affimetrix® Mouse Diversity 
Genotyping Array”, específico para ratón, contiene más de 623.000 SNPs, con una separación 
media de 4,3 kb.  
 
De 572599 SNPs analizados, las estirpes C57BL/6J y NZB compartían en torno al 80% de 
los mismos. Para valorar el grado de semejanza entre cada línea conplástica y las originales se 
utilizó el grupo de SNPs homocigotos opuestos en cada línea. 
 
El análisis se realizó en colaboración con el Grupo del Dr. D. Ángel Carracedo, de la 
Universidad de Santiago de Compostela.  
Análisis de variación de SNPs: RNAseq 
 
Tras el análisis de RNASeq (ver apartado 7.1), las secuencias consenso expresadas en el 
hígado y corazón de cada línea de ratón codificadas por genes del mtDNA o el nDNA fueron 
extraídas, y se determinó la probabilidad de identidad para esas secuencias. Además, se 
combinó esta información junto con la secuencia del exoma de 15 estirpes de ratón publicadas, 
permitiendo trazar un árbol dendograma. 
 
El análisis se realizó en colaboración con la Unidad de Bioinformática del CNIC. 
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Cromosoma Gen SNP Enzima C57 NZB C57 NZB 
1 Ndufs4 T C PvuII 301 183+118 
2* Myo3b A T(het) AgeI  234 118+116  
2 Psmc3  A G MspI 241 123+118 
3 159475020 C T ApaI 121+120 241 
4 Vps13d  T C MspI 240 120+120 
4* Megf6 A G BseYI 170+71 117+71+53 
5 Dpp6 T C MspI 241 121+120 
5* Abcb1b T A NlaIII 241 122+119 
6 A03007L17Rik A G HhaI 121+118+2 241 
7 Trd12 G A ApoI 185+56 122+63+56 
8 Gatad2a T C HaeIII 194+47 122+72+47 
8* 1700019B03Rik G T NsiI 241 121+120 
9 Nnmt C T HaeIII 109+80 189 
10 Hivep2 A C EcoRV 241 123+118 
11 Slc22a21  A G PvuII 241 120+121 
11* Abcc3 C G BfuCI 241 124+117 
12 Hif1a T C MspI 243 120+123 
12* 4930534B04Rik A G BtsCI 122+119 241 
13 Halpn1 G C HaeIII 241 120+121 
13* Unc5a G A AvaII 121+120 241 
14 Apex1; Osgep; Tmem55b G C AgeI 123+118 241 
15 Adcy8 C T HaeIII 122+70+49 171+70 
15* Espl1 A G Hpy188I 215+26 121+94+26 
16 Cd200 T C HaeIII 241 121+120 
17 EG240038 G A MspI 122+119 241 
17* Flywch2 G C Bari 126+115 241 
18 Zmat2 C A HhaI 101+100 201 
19 Lqi1 C T HaeIII 121+120 241 
19* Pkd2l1 T C AatII 123+118 241 
X Irs4 G A SmaI 120+111 231 
 
 
  
Tabla M.1: Validación del genoma nuclear por RFLP (1). Polimorfismos diferenciales nucleares 
entre C57BL/6J y NZB. Diseño de la RFLP y patrón de corte. 
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Chr Oligo Secuencia Tamaño (G/C) Tm (ºC) 
1 SNP-Chr1 F AAATATCATA TAGCGCTTTA 20 (5) 50 SNP-Chr1 R TAAATCTTAAAACAAACAAAC 21 (4) 50 
2 SNP-Chr2 F TACCTGTGGT GCTGTTTGCTA 21 (10) 62 SNP-Chr2 R TCTCTCACATCCATCTATGGC 21 (10) 62 
2b SNP-Chr2b F GCGGGTGAAGTTCTCCACG 19 (13) 64 SNP-Chr2b R CAAGAACGTCTAACCTTATAGC 22 (9) 62 
3 SNP-Chr3 F TTTTGTTTTG GTTTTCGGTC 20 (7) 54 SNP-Chr3 R CTTTAGTTTGGGAATCATCA 20 (7) 54 
4 SNP-Chr4 F TTTTCTACTC CAACCTTTACAGA 23 (8) 60 SNP-Chr4 R GGTGAGAACCAGCCCTGTC 19 (12) 62 
4b SNP-Chr4b F GCAAGCCTATATCCTGTAAG 20 (9) 58 SNP-Chr4b R CATCTTGTGCCTTTCTGATC 20 (9) 58 
5 SNP-Chr5 F GGGAGGATAT TGCCTCATTT 20 (9) 58 SNP-Chr5 R CACATTTGACTAGAAATAACAAG 23 (7) 60 
6 SNP-Chr6 F CCGGTGGAAA AGGGCAGCC 19 (13) 64 SNP-Chr6 R GACTGTGAGGGCCATGCGG 19 (13) 64 
7 SNP-Chr7 F CAGCTGGCTT AACCCTACAA 20 (10) 60 SNP-Chr7 R TAACAGAATAAGGAGGCTTCC 21 (9) 60 
8 SNP-Chr8 F GGTGCCCACG ACTCTCTCG 19 (13) 64 SNP-Chr8 R GGTGGGAAGAGGTCAGCCAG 20 (13) 66 
9 SNP-Chr9 F TATCTAGAGC AGCAAGTGAC 20 (9) 58 SNP-Chr9 R GGAGAAGAGTCCTTCATTATT 21 (8) 58 
10 SNP-Chr10 F AGAGAGATGTCCCAAGGGGA 20 (11) 62 SNP-Chr10 R CTCAGGCTATACTTACAGGAG 21(10) 62 
11 SNP-Chr11 F ACTGGCGGCT GTTGAAGTCC 19 (11) 60 SNP-Chr11 R TTGTGTACATGAAGCACACAC 21 (9) 60 
12 SNP-Chr12 F AGATTTGGAGATGCTGGCTC 20 (10) 60 SNP-Chr12 R GCAATCAGTATTTTAATATCTT 22 (5) 54 
13 SNP-Chr13 F CTATGGAGGC TATCAAGGTC 20 (10) 60 SNP-Chr13 R ACAGTAACTATAGCATTTTATCC 23 (7) 60 
14 SNP-Chr14 F AATCAGGGGA GTCTGGAGTG 20 (11) 62 SNP-Chr14 R GGCACCATGCCCGCGGTG 18 (14) 64 
15 SNP-Chr15 F TCAGGATGCA GAAGGGTCAT 20 (10) 60 SNP-Chr15 R TCCCTTGTTGTTTAGTATTCTTT 23 (7) 60 
16 SNP-Chr16 F GCCCTCCTTC ACCCCGGA 18 (12) 60 SNP-Chr16 R GTGGGTAAACACTTGACTCC 20 (10) 60 
17 SNP-Chr17 F TTTGTTACAT TCACTGCATTTG 22 (6) 56 SNP-Chr17 R GAAAGGCCATCTTAGAATTC 20 (8) 56 
18 SNP-Chr18 F AGACTTTCCC GGGGGGG 17 (12) 58 SNP-Chr18 R TCATCCTTTCCTCAAAATCATAA 23 (7) 56 
19 SNP-Chr19 F GTCAAGGAAA ACAAGACTTTC 21 (8) 58 SNP-Chr19 R AGTTGGAAACTTCCACAGAA 20 (8) 56 
X SNP-ChrX F CTCACCCAGA GAGCCTCC 18 (12) 60 SNP-ChrX R GGTTTCCTTCCTCACCCTC 19 (11) 60 
 
 
  
Tabla M.2: Validación del genoma nuclear por RFLP (2). Secuencia de los oligonucleótidos 
utilizados. 
 70 
I.2.2 Generación, mantenimiento y genotipados de los ratones heteroplásmicos 
I.2.2.1 Generación de ratones heteroplásmicos 
 
Los ratones heteroplásmicos fueron generados mediante la fusión de zigotos BL/6C57 con 
zigotos BL/6NZB. Estos últimos se enuclearon previamente. 
 
El protocolo consta de cuatro pasos fundamentales: (i) Obtención de zigotos; (ii) Obtención 
de citoplastos; (iii) Obtención de parejas “zigoto-citoplasto”; (iv) Electrofusión. (Figura M.2). 
Este protocolo fue puesto a punto y realizado por Unidad de Transgénesis del CNIC. 
 
 
 
 
Figura M.2: Generación de ratones heteroplásmicos en imágenes. Fotos tomadas por la Unidad de 
transgénesis durante la enucleación y electrofusión de cigotos BL/6C57 y BL/6NZB 
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Obtención de zigotos BL/6C57 y BL/6NZB 
 
Hembras prepúberes de las líneas BL/6NZB y BL/6C57 con 4-5 semanas de edad fueron 
superovuladas por tratamiento hormonal con 5 UI/hembra de PMSG y, 46-48 horas después, 
con 5 UI/hembra de HCG. Las hembras así tratadas fueron puestas en cruce con machos fértiles 
BL/6C57. A la mañana siguiente las hembras de ambas líneas con tapón de cópula son 
sacrificadas para la obtención de cigotos BL/6C57 y BL/6NZB que son incubados en medio 
KSOMAA a 37ºC y 5% CO2 en aire. 
 
Obtención de citoplastos C57BL/6NZB 
 
Para la obtención de los citoplastos, grupos de 10 cigotos BL/6NZB y BL/6C57 fueron 
depositados en medio KSOMAA conteniendo 5-mg/mL de Cytochalasin-B y 0,1-mg/mL de 
Colcemid e incubados a 37ºC y 5% CO2 durante 15-45 minutos. A los 15 min de incubación, se 
lavaron 5 cigotos BL/6NZB en medio HEPES-KSOMAA con 5-mg/mL de Cytochalasin-B y 0,1-
mg/mL de Colcemid y depositados en la cámara de micromanipulación. 
 
La cámara de micromanipulación para la obtención de citoplastos contiene una gota de 20 
mL de medio HEPES-KSOMAA + 5-mg/mL Cytochalasin-B + 0,1-mg/mL Colcemid, y está 
recubierta de Paraffin Oil. 
 
La micromanipulación es realizó a temperatura ambiente (22-23ºC) en un microscopio Zeiss 
AxioObserver-D1 con óptica Nomarsky a 400x aumentos. La zona pellucida (ZP) de cada 
cigoto BL/6NZB es perforada con una aguja Eppendorf de 15-mm de diámetro interno en la punta 
que está acoplada al actuador de un equipo Piezo PrimeTech PMM-150FU. Luego el cigoto es 
enucleado por succión y recogido los 2 pronúcleos, obteniéndose así un “citoplasto primario” y, 
utilizando la misma aguja y el mismo procedimiento, es utilizado para la obtención de 2-3 
“citoplastos secundarios” más pequeños. 
 
Los “citoplastos secundarios” fueron mantenidos en la cámara de micromanipulación hasta 
ser introducidos en el espacio subzonal o perivitelino de los cigotos BL/6C57 antes de proceder a 
la electrofusión. 
 
Obtención de parejas “zigoto BL/6C57-citoplasto BL/6NZB 
 
Inmediatamente después de la obtención de los “citoplastos secundarios” a partir de 5 
cigotos C57BL/6JmtNZB, 10 cigotos BL/6C57 son retiraron del incubador, lavados en medio 
HEPES-KSOMAA + 5-mg/mL Cytochalasin-B + 0,1-mg/mL Colcemid y depositados en la 
cámara de micromanipulación. 
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La ZP de cada cigoto BL/6C57 fue perforada de igual forma que la de los cigotos BL/6NZB y 
luego se procedió a retirar un “citoplasto primario” BL/6C57 de un tamaño similar al de los 
“citoplastos secundarios” BL/6NZB anteriormente obtenidos. Inmediatamente después, un 
“citoplasto secundario” BL/6NZB es recogido con la aguja (I.D. = 15-mm) e introducido en el 
espacio subzonal del cigoto BL/6C57 anterior. La pareja “cigoto BL/6C57-citoplasto BL/6NZB” así 
formada es dejada en un área determinada de la cámara de micromanipulación y se vuelve a 
repetir el proceso hasta disponer de 10 parejas formadas. Luego las parejas son retiradas de la 
cámara de micromanipulación y lavadas en una placa conteniendo HEPES-KSOMAA a 
temperatura ambiente para eliminar la Cytochalasin-B y la Colcemid. 
 
Electrofusión de las parejas “zigoto BL/6C57-citoplasto BL/6NZB” 
 
La electrofusión de las parejas se realizó con un equipo BTX ECM 2001 Electro Cell 
Manipulator y una cámara de electrofusión (EF) BTX Model 450-1; utilizando tampón de 
electrofusión (TEF) compuesto de 0,3 M Manitol con 0,3%w/v BSA, pH 7,2-7,4 y filtrado por 
0,20-mm. 
 
Las parejas se lavaron en una placa de Petri de 35-mm diámetro conteniendo 3-4 mL de 
TEF. Luego fueron depositadas en una gota de 100-mL de TEF entre los electrodos de la 
cámara de electrofusión. Las parejas son orientadas manualmente de forma que las áreas de 
contacto entre los cigotos y los citoplastos están paralelas a los electrodos de la cámara de EF y 
consecuentemente perpendiculares a las líneas de fuerza del campo eléctrico. 
 
La electrofusión entre el citoplasto y el cigoto de cada pareja es realizada utilizando los 
siguientes parámetros: 
 
Orientación: AC=2V ; AC duración=6 sec  
Fusión: 120 V , 25-msec; 2 pulsos. 
Post-Fusión: AC=2V; AC duración=6 sec; Modo=automático 
 
Las parejas así tratadas fueron recogidas y lavadas en una placa de Petri de 35-mm diámetro 
conteniendo 3-4 mL de HEPES-KSOMAA a temperatura ambiente. Luego se lavaron en medio 
KSOMAA y fueron dejadas en el incubador en gota de KSOMAA a 37ºC / 5% CO2. 
 
El proceso de obtención de citoplastos y electrofusión es repetido tantas veces como sea 
posible. Cada cierto tiempo, la placa KSOMAA conteniendo las “parejas” electrofusionadas es 
visualizada y el número de parejas fusionadas es anotado. Las parejas no fusionadas son 
retiradas a otra gota que es visualizada más tarde por si la fusión estuviese retrasada. 
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Al día siguiente, los embriones que han progresado a E2C son utilizados para realizar 
transferencias embrionarias a hembras pseudogestantes de ratón. 
 
I.2.2.2 Mantenimiento de los ratones heteroplásmicos 
 
En dos experimento de electrofusión zigoto-citoplasto, se obtuvieron 9 animales 
heteroplásmicos con porcentajes de NZB en cola entre el 9-67%. Las hembras, un total de 4, 
fueron usadas como reproductoras y fundadoras de la colonia. 
 
La pareja de reproductores esta formada por una hembra heteroplásmica BL/6C57-NZB y un 
macho BL/6C57. En la elección de las hembras reproductoras se ha tenido en cuenta los niveles 
de heteroplasmia, eligiendo siempre aquellas hembras con mayor contenido del mtDNA NZB, 
ya que hay una tendencia a la eliminación de esta variante de mtDNA en las crías de las 
camadas obtenidas. 
 
Esta línea de ratones son, aparentemente, similares a BL/6C57 y BL/6NZB tanto en aspecto, 
comportamiento y fertilidad. 
 
I.2.2.3 Genotipado de los ratones heteroplásmicos 
 
El genotipado rutinario ha consistido en la cuantificación de la heteroplasmia en cola de las 
crías a los 28 días de edad, mediante la RFLP4276 (ver apartado I.3). Se generó una base de 
datos para llevar el registro de la heteroplasmia de cada animal destetado.  
 
I.2.2.4 Variantes de ratones heteroplásmicos 
 
BL/6C57-NZB-OMA1-/- 
 
Los ratones C57BL/6-OMA1-/- fueron cedidos por el Dr. Carlos López-Otin (Quirós et al., 
2012). La generación de los ratones heteroplasmicos OMA1-/- se realizó mediante la siguiente 
pauta de cruces: 
 
• Obtención de Heterocigotos +/-: BL/6C57-NZB (hembra) x BL/6C57-OMA1-/- (macho)  
• Obtención de Homocigotos -/-: BL/6C57-NZB – OMA1+/- (hembra F1) x BL/6C57-
OMA1-/- (macho) 
• Mantenimiento: BL/6C57-NZB – OMA1-/- (hembra F1) x BL/6C57-OMA1-/- 
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Los ratones no presentaban diferencias aparentes. El genotipado de los ratones se realizó 
siguiendo las indicaciones publicadas (Quirós et al., 2012) para evaluar la presencia del gen 
OMA1, y la RFLP4276 para estimar los niveles de heteroplasmia. 
I.2.3 Generación, mantenimiento y genotipado de ratones quiméricos 
I.2.3.1 Generación de los ratones quiméricos 
 
La generación de quimeras mitocondriales se realizó mediante la agregación de embriones 
de 8 células (E8C) BL/6C57 con E8C BL/6NZB.  
 
El protocolo tiene cuatro pasos fundamentales; (i) preparación de placas de agregación; (ii) 
obtención de embriones; (iii) eliminación de la zona pelúcida; (iv) agregación de embriones y 
transferencia de embriones a una hembra pseudogestante. 
 
Este protocolo fue puesto a punto y realizado por Unidad de Transgénesis del CNIC. 
 
Preparación de la placa de agregación: 
 
El día anterior a la realización de las agregaciones embrionarias se preparó la placa de 
agregación. En una placa de cultivo de 35mm se colocan unas 15 gotas (15ul) de medio KSOM 
y se cubre con aceite mineral, con la ayuda de una aguja se realizaron depresiones en cada gota 
de KSOM (unas 6 depresiones por gota, evitando el centro). La placa se guardó en el incubador 
a 37ºC y 5%C02 hasta su utilización. 
 
Obtención de E8C 
 
Hembras prepúberes BL/6C57 y BL/6NZB con 3-5 semanas de edad fueron superovuladas por 
tratamiento hormonal con 5 UI/hembra de PMSG y, 46-48 horas después, con 5 UI/hembra de 
HCG. Las hembras así tratadas fueron puestas en cruce con machos fértiles BL/6C57. A la 
mañana siguiente se comprueba en las hembras el tapón de cópula, y un día después se 
obtuvieron los E8C por lavado del infundíbulo con HEPES-KSOM, y se mantuvieron en medio 
KSOMAA a 37ºC y 5% CO2 en aire. 
 
Eliminación de la zona pelúcida. 
 
La eliminación de la zona pelúcida (ZP) de los E8C se realizó con ácido tyrode. Se colocan 3 
gotas de 10µl de ácido tyrode en una placa de Petri, lavando el embrión en las dos primeras 
gotas, y dejándolo en la tercera gota unos 30 segundos, hasta que la ZP se desintegre. Y se 
añadió 700µl de HEPES-KSOM.  
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Agregación de E8C y transferencia de blastocistos a una hembra pseudogestante. 
 
Los embriones se recogieron y lavaron con HEPES-KSOM, y fueron depositados en la placa 
de agregación, colocando en cada pocillo los dos embriones que se deseaban agregar con 
KSOM. Se dejó incubando O/N a 37ºC y 5%CO2. 
 
Al día siguiente de la agregación, los embriones que habían evolucionado a blastocisto se 
transfirieron al infundíbulo de una hembra receptora de la línea CD-1. 
 
I.2.3.2 Mantenimiento de los ratones quiméricos 
 
Los ratones quiméricos mitocondriales sólo pueden obtenerse mediante la agregación de 
embriones, el ovocito (una sola célula) tiene condición homoplásmica. 
 
I.2.3.3 Genotipado de los ratones quiméricos 
 
El genoma nuclear que lleva el animal quimérico es idéntico. Se evaluó el grado de 
quimerismo mediante la contribución de cada variante de mtDNA, con la RFLP4276. 
 
I.3. Cuantificación de la heteroplasmia 
 
La cuantificación de la heteroplasmia se realizó siempre a partir de una muestra de DNA 
aislada de la muestra problema . El fundamento de las técnica utilizadas aprovecha la existencia 
de polimorfismos entre las secuencias de mtDNA C57BL/6 y NZB (Figura M.3). 
 
Para la extracción de DNA de tejidos se utilizó de forma rutinaria el kit de Qiagen DNeasy 
Blood&Tissue y el kit de Sigma-Aldrich REDExtract-N-AmpTM Tissue PCR. 
 
I.3.1 RFLP G4276A y Bromuro de Etidio  
 
PCR 4276: La reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen de 25µl con el kit 5Prime 
Master Mix (5Prime): 10µl de Master Mix (2.5X), 250nM de ambos oligos y 25-50 ng de DNA. 
La temperatura de hibridación de la PCR fue de 58ºC durante 30’’, seguido de 45’’ de 
elongación (30 ciclos).  
 
Fragmento de PCR, 664 bp. 
ND2L (Fw): 5’ AAGCTATCGGGCCCATACCCCG 3’ (posición: 3862-3884) 
 76 
ND2 HA (Rv): 5’ GTTGAGTAGAGTGAGGGATGGG 3’ (posición: 4503-4525) 
 
Digestión enzimática G4276A: El producto de PCR se digirió con la enzima BamH1 (NEB) 
a 37ºC durante 2 horas. Para la digestión se añadió a cada muestra de PCR de 25µl: 0.01µl de 
BSA (10mg/ml), 1µl de Buffer 3, 0.5µl de enzima BamH1(20.000 U/ml), y 13.5µl de H2O. 
 
Electroforesis del producto de la disgestión: en gel horizontal de agarosa (1,5% en TAE 1X 
y 5µg/ml de Bromuro de Etidio). Patrón de bandas:  
 
• Homoplásmia mtDNA NZB: 664 pb 
• Homoplásmia mtDNA C57BL/6: 414 pb + 250 pb 
• Heteroplásmia mtDNA C57BL/6 + NZB: 664 pb + 414 pb + 250 pb 
 
Análisis de resultados: Tras la obtención de la imagen con el Gel DocTM XR+ System de 
Bio-Rad, se cuantificó la intensidad de las bandas con el software “Quantity One 1-D Analysis 
Sowtware”. 
 
I.3.2 RFLP G4276A y SYBR Green 
 
PCR4276: La reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen final de 20µl que contenía 
10µl de SYBR Green Master Mix (Applied Biosystem), 250nM de ambos oligos y 5ng de 
DNA, en el sistema de Detección de Secuencia (SDS) 7900FAST de Applied Biosystems, en 
una placa de 96 pocillos. El programa utilizado consistió en 10 minutos a 95ºC seguido de 40 
ciclos de 15 segundos a 95ºC y 60 segundos a 60ºC. 
 
Fragmento de PCR, 143 bp. 
4276 SYBR Fw: 5’ TAGGCCTCGCCCCATTCC 3’ 
4276 SYBR Rv: 5’ GATAGTAGAGTTGAGTAGCGGG 3’ 
 
Digestión enzimática G4276A: El producto de PCR se digirió directamente con la enzima 
BamH1 (0.01µl de BSA (10mg/ml), 1µl de Buffer 3, 0.5µl de enzima BamH1(20.000 U/ml), y 
13.5µl de H2O), durante 1-2 horas a 37ºC. 
 
Curva de disociación: tras la digestión, se volvió a colocar la placa en el SDS 7900FAST y 
se sometió la muestra a una etapa de disociación, mediante un incremento gradual de la 
temperatura durante 20 minutos de 65ºC a 90ºC.  
 
Análisis de resultados: La RFLP fue diseñada de tal forma que se pudiese distinguir los 
fragmentos obtenidos tras la digestión enzimática por su temperatura de melting (Tm): 
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• Homoplásmia mtDNA C57BL/6:  
47 pb (51,1% GC) + 96 pb (35,4% GC); Tm= 72ºC ambos fragmentos. 
• Homoplásmia mtDNA NZB/B1NJ:  
143 pb (40,6% GC); Tm= 77ºC. 
• Heteroplásmia mtDNA C57BL/6 + NZB/B1NJ:  
143 pb (40,6% GC) + 47 pb (51,1% GC) + 96 pb (35,4% GC); Tm= 77 + 72ºC 
 
El área bajo la curva y el pico de la temperatura de melting fue analizado con el Software 
“SDSv2.4” de Applied Biosystems. 
 
I.3.3 Análisis de variación de un nucleótido por minisecuenciación en fase sólida  
 
El método está basado en una amplificación de PCR en la cual el oligo reverso esta 
biotinilado en el extremo 5’. El producto de PCR es capturado en una placa tratada con 
estreptavidina y el nucleótido de diferencia es detectado mediante la técnica de extensión de 
cebadores (“primer extension”) aplicada en el fragmento de DNA inmovilizado. Para ello se 
utiliza un oligonucleótido que hibrida justo en la región adyacente del nucleótido que queremos 
interrogar, que se extenderá con una DNA polimerasa que incorporará el nucleótido 
complementario marcado con el radioisótopo 3H. De esta manera, la incorporación radioactiva 
sirve como un indicador específico del nucleótido presente en el sitio polimórfico. Se siguió el 
protocolo ya descrito previamente (Wartiovaara and Syvänen, 2002). 
 
PCR3932: Se amplificó un fragmento de PCR de 75 pb en un volumen de 50µl de reacción y 
con una temperatura de hibridación de 56ºC; con el objetivo es detectar el cambio de una 
guanina (C57BL/6) por una adenosina (NZB) en la posición 3932 del mtDNA; para ello 
utilizaremos [3H]dGTP and [3H]dATP respectivamente. 
  
Oligonucleótidos: 
3892-3913 Fw: 5’ GGTTTAAATCCTTCCCGTACTA 3’ 
3947-3966 Rv: 5’ [Btn]-ACAGGACCTAAGAAGATTGTG-3’ 
 
Antes de seguir con el protocolo se comprobó la amplificación de la PCR en un gel de 
agarosa al 2% en TBE 1X. 
 
Captura de Afinidad y desnaturalización del producto de PCR: Para la captura de afinidad se 
usaron pocillos tratados con estreptavidina (Thermo Scientfic STREPTAVIDIN-CTD 
COMBIPLT). Se añadieron, por pocillo, 40µl de PBS 1X + 0,1% Tween y 10µl del producto de 
PCR. Hay que utilizar dos pocillos por muestra (para interrogar con los dos nucleótidos 
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marcados radiactivamente). En cada experimento se pusieron controles negativos y controles de 
ambas muestras en homoplásmia. 
 
Los pocillos se taparon con una tapa adherible y desechable (Plateseal, Removable and 
Resealable, Perkin Elmer) y se incubó a 37ºC durante 1 hora y 30 minutos en agitación a 450 
rpm.  
 
Se descartó el liquido de los pocillos, y se lavó tres veces a temperatura ambiente con 200µl 
de solución TENT (40mM Tris-HCl pH8,8, 1mM EDTA, 50mM NaCl, 0.1% (v/v) Tween 20, 
guardado a 4ºC).  
 
Los lavados se realizaron con un lavador automático de placas (Wellwash 4MK2, Thermo 
Labsystem). 
 
A continuación se desnaturalizó el producto de PCR capturado mediante la adición de 100µl 
de 50mM NaOH a cada pocillo. Se incubó 5 minutos a temperatura ambiente, y se volvió a 
lavar 3 veces con la solución TENT. 
 
Primer Extension: Para cada fragmento de DNA que se quería analizar se preparó una 
mezcla de 50µl con el nucleótido específico para la minisecuenciación: 42µl de H2O, 2µl del 
oligo de detección (2µM), 5µl de 10x Buffer, 0.05µl Dynazyme II (0,1U) (Thermo Scientific, F-
550L) y 0.2µl de [3H]dNTPs. 
 
Oligo de detección:  
3911-3931 Dt: 5’-CTAATAAATCCTATCACCCTT-3’ 
 
Nucleótidos marcados: 
• Deoxy (8-3H) guanosine 5’-triphosphate, Amershan TRK350. Con una actividad 
específica de 17.9 Ci/mmol. (detecta la secuencia del mtDNA de C57BL/6) 
• Deoxy (8-3H) adenosine 5’-triphosphate, Amershan TRK347. Con una actividad 
específica de 33 Ci/mmol. (detecta la secuencia del mtDNA de NZB/B1NJ) 
 
Se añadió 50µl por pocillo de cada una de las mezclas específicas para cada nucleótido, y se 
incubó durante 10 minutos a 50ºC en un baño de agua. Se descartó el líquido de los pocillos y se 
volvió a lavar 3 veces con la solución TENT. 
 
Detección: Con el objetivo de soltar el oligo de detección extendido con el nucleótido 
marcado, se añadió 60µl de NaOH 50mM y se incubó durante 5 minutos a temperatura 
ambiente.  
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Cada oligo eluido se transfirió a viales de centello (plastic, PerkinElmer) que contenían 3 ml 
del reactivo para centello  (Optiphase “Hisafe” 2, PerkinElmer 1200-436 for 1x5L), y se midió 
la actividad en un contador de centello líquido (MicroBeta2 Plate Counter PerkinElmer). Se 
registró el valor de cpm (cuentas por minuto) de cada reacción, que indica la cantidad de 
[3H]dNTP incorporado.  
 
Análisis de datos: Los datos fueron analizados con el software MicroBeta2 Workstation. La 
ratio entre los valores de cpm de los dos nucleótidos (R), corregido por la actividad específica 
del [3H]dNTP incorporado, refleja la ratio entre las dos secuencias de mtDNA en la muestra 
original. 
 
La validez de la técnica, se evaluó mediante la construcción de una curva estándar, en la cual 
se mezclaron muestras de mtDNA homoplásmico para obtener concentraciones conocidas.  
 
 
 
Todos los resultados de los valores de heteroplasmia presentados en esta tesis doctoral han 
sido analizados por la RFLP4276 con Bromuro de Etidio. Para la elección se tuvo en cuenta, en 
primer lugar la especificidad de la técnica, (comparable entre la RFLP con Bromuro y 
Figura M.3. Cuantificación de la heteroplasmia. (A) RFLP4276 y Bromuro de etidio. Gel 
representativo de la cuantificación de 11 muestras ordenadas por su nivel de heteroplasmia desde 
homoplásmicas C57BL/6 a homoplásmicas NZB. (B) RFLP4275 y SYBRgreen. Imágenes 
representativas de la curva de disociación de una muestra homoplásmica C57BL/6, heteroplásmica y 
homoplásmica NZB. (C) Esquema representativo de la técnica “Minisequencing” (imagen tomada de 
Wartiovaara A. and Syvänen AC, 2002) 
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Minisequencing, y notablemente peor en la RFLP con SYBRgreen), y el segundo nivel de 
decisión fueron razones prácticas y económicas.  
 
I.4. Determinaciones de la función mitocondrial 
 
I.4.1 Determinación del H2O2 en tejidos mediante el uso de la sonda Mito B.  
 
Fundamento: El Mito B se usa para evaluar la cantidad de H2O2 dentro de la matriz 
mitocondrial en los diferentes tejidos en ratones. Es una sonda de espectrometría de masas 
ratiométrica, ((3-hydroxybenzyl)triphenylphosphonium bromide) que contiene un componente 
catiónico trifenilfosfónico (TPP) y un grupo arilborónico (Cochemé et al., 2012; 2011). El 
grupo arilborónico del MitoB reacciona con el H2O2 para formar un producto fenólico, el MitoP. 
La evaluación de la conversión MitoB a MitoP mediante la cuantificación del ratio 
MitoB/MitoP permite la determinación del H2O2 mitocondrial (Figura M.4). 
 
 
 
Protocolo: 
Administración de Mito B: Administración I.V. por la vena de la cola, de 100µl de MitoB 
0,25mM en PBS1X. Solución stock de MitoB (PM 477,1): 10mM en etanol a -20ºC. 
Transcurridas 6 horas de la inyección (cronometradas en cada animal), se sacrificó al animal por 
dislocación cervical y se procedió a la disección de los tejidos con congelación rápida en 
Figura M.4: Estructura del MitoB y del 
producto MitoP tras la reacción con HOO-. 
Acumulación y reacción en la matriz 
mitocondrial. Hay dos hechos que 
aumentan la especificidad mitocondrial de 
la reacción. El primero de ellos es que el 
cation TPP es lipofílico, y debido al 
potencial de membrana mitocondrial, el 
MitoB se acumula preferentemente en la 
mitocondria in vivo. Además, en la 
reacción actúa como oxidante el ácido 
arilborónico que en realidad es la base 
conjugada del H2O2 (pKa=11,62 a 25ºC), 
provocando que la reacción del MitoB con 
el H2O2 sea más rápida en la matriz 
mitocondrial (pH≈8) que en el citosol 
(pH≈7,2). 
Imagen tomada de (Cochemé et al. 2012) 
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nitrógeno líquido. Los tejidos se guardaron a -80ºC hasta la extracción del MitoB de los 
mismos. 
 
Extracción del Mito B: Para la extracción del MitoB de los tejidos se añadió 100mg de tejido 
en un eppendorf de 2ml con 500µl 60%ACN/1%FA, y se homogenizó en el ultraturrax. Se lavó 
el homogenizador con 250µl de 60%ACN/1%FA y se añadió a la muestra homogeneizada. En 
este punto, para corregir variaciones que puedan ocurrir durante la extracción, se utilizaron 
MitoB y MitoP deuterizados como estándares internos. Para ello se realizó un stock de d15-
MitoB (PM 492,2) 10mM en etanol, y otro de d15-MitoP (PM 464,4) 10mM en etanol. Con 
ambas soluciones se realiza un mastermix de 10µM d15-MitoB/5µM d15-MitoP en etanol. A los 
750µl que tenemos de la homogeneización del tejido se le añadieron 10µl del mastermix 10µM 
d15-MitoB/5µM d15-MitoP, y se agitó vigorosamente durante 30s; tras lo cual se centrifugó a 
16000xg durante 10min. A continuación se transfirió el sobrenadante a un tubo limpio, y el 
pellet se resuspendió en 500µl de 60%ACN/0,1%FA y se volvió a centrifugar a 16000xg 
durante 10min. Se juntan ambos sobrenadantes y se volvió a centrifugar a 16000xg durante 
10min. El sobrenadante se transfirió a un tubo limpio filtrándolo con un filtro de PDVF de 
0,22µm; y se secó en el Speed Vac durante 2-3h o toda la noche.  
 
Llegados a este punto, las muestras se enviaron al laboratorio del Dr. D. Michael Murphy 
(Cambridge, UK) donde se analizaron por cromatografía líquida-espectrometría de masas (LC-
MS/MS). 
 
I.4.2 Aislamiento de mitocondrias a partir de tejidos de ratón: hígado 
 
Fundamento: el objetivo es obtener mitocondrias funcionales, puras e intactas, con el mayor 
rendimiento posible, de los diferentes tejidos para medir síntesis de ATP y consumo de oxígeno 
en mitocondrias aisladas. Las bases teóricas del protocolo se basan principalmente en una 
combinación de centrifugaciones diferenciales junto con la osmolaridad del buffer de 
extracción. El tiempo es un factor crítico en este proceso,  todos los pasos se realizan siempre en 
hielo o a 4ºC, para minimizar todo lo posible el efecto adverso de fosfolipasas y proteasas 
(Frezza et al., 2007). 
 
Reactivos:  
• Medio A: 0,32M Sacarosa, 10mM Tris-HCl, 1mM EDTA-Na; pH 7,4 (en frío) 
 
Procedimiento: Se sacrificó a los animales por dislocación cervical. Rápidamente se extrajo 
el hígado, prestando especial cuidado a identificar y eliminar la vesícula biliar. Inmediatamente 
se depositó el órgano en un falcon de 50ml con Medio A previamente enfriado y en hielo. 
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El protocolo consta de dos pasos principales, en primer lugar la preparación del homogenado 
tisular y en segundo lugar el aislamiento de mitocondrias. 
 
Para preparar homogenados tisulares, el hígado recién extraído se colocó en una placa de 
Petri, sobre una cama de hielo, que contenía medio de homogeneización frío (Medio A). Se 
troceó finamente con ayuda de unas tijeras, y se lavó varias veces con Medio A para eliminar la 
mayor cantidad posible de sangre y grasa. A continuación se homogeneizó el troceado tisular 
con un potter tipo Elvehjem con un émbolo de teflón a 600 rpm usando 5ml de Medio A frio 
(4ml/gr de tejido).  
 
El homogenado obtenido se transfirió a un tubo falcon de 15ml y se centrifugó a 1000xg 
durante 5 minutos a 4ºC en un rotor basculante (AS4.12). El sobrenandante, que contiene las 
mitocondrias, se repartió en tubos eppendorf de 1,5ml y se centrifugó en una microfuga a 8.000-
9.000xg durante 2 minutos a 4ºC. El sobrenadante se descartó y el sedimento resultante, que es 
de color marrón-beige y no debe contener restos de sangre, se volvió a resuspender en Medio A, 
juntando el contenido de dos tubos en uno y se centrifugó a las mismas condiciones. Esta 
operación se repitió hasta tener todo el sedimento en un tubo, y hasta que el sobrenadante fuese 
completamente transparente. 
  
Para la extracción de mitocondrias de riñón y cerebro se siguió el mismo protocolo, variando 
el volumen de Medio A usado para la homogeneización del tejido: 5ml de por gramo en ambos 
tejidos. 
 
El sedimento final se resuspendió en 1ml de medio A y se midió la concentración de 
proteínas con el kit DC Protein Assay (Bio-Rad; Lowry Method). Se volvió a centrifugar y se 
resuspendieron las mitocondrias según el objetivo:  
 
•  Consumo de Oxígeno: 10µg/µl en Medio Maite (25 mM sacarosa, 75 mM 
sorbitol, 100 mM KCl, 0.05 mM EDTA, 5 mM MgCl2, 10 mM Tris-HCl pH=7.4, 10 
mM H3PO4. El pH de la disolución se ajusta añadiendo Tris base 0.5 M). 
•  Síntesis de ATP: 5µg/µl en Medio A. 
 
I.4.3 Ensayo de Síntesis de ATP 
 
Fundamento: El objetivo es medir la síntesis de ATP a través de la fosforilación oxidativa. El 
ensayo se realizó en mitocondrias asisladas y frescas, para que tenga lugar la fosforilación del 
ATP, las mitocondrias tienen que estar intactas y acopladas. Es imprescindible medir el estado 
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de acoplamiento de las mitocondrias por polarografia paralelamente, ya que se trata de un 
aspecto crítico de este tipo de medida. 
 
Se trata de un ensayo cinético de luminiscencia, en el que la detección de ATP se realizó por 
métodos fluorimétricos haciendo uso del sistema de lucifernia-luciferasa: 
 
Luciferasa+Luciferina+ATP è Luciferasa-Luciferil-AMP + PPi 
Luciferasa-Luciferil-AMP + O2 è Luciferasa + Oxigluciferina + AMP + CO2 + hv 
 
La reacción produce un máximo de emisión a 560nm, siendo la intensidad proporcional a la 
cantidad de ATP (Vives-Bauza et al., 2007). 
 
Reactivos y Buffers: 
 
• Buffer A: 150mM KCl, 25mM Tris-HCL, 2mM EDTA, 0,1% BSA FA, 10mM K-
PO4, 0,1mM MgCl2. Ajustar el pH a 7,4, guardar a -20ºC. Para el experimento usar 
a temperatura ambiente. 
• Buffer B: 0,5M Tris-Acetato, 0,4mM luciferina, 10µg/ml de luciferasa, pH 7,75. 
Preparar 10 minutos antes del experimento añadiendo 0,4mM luciferina (Beetle 
Luciferin, Potassium Salt,Promega, stock en alícuotas 100mM en agua y guardado a 
-80ºC) y 10µg/ml de luciferasa (Luciferase from Photinus pyralis, Roche, stock en 
alícuotas 1mg/ml en 0,5M de Tris-acetato, pH 7,75 y guardado a -80ºC). Mezclar 
por inversión cuidadosamente. Descongelar y mantener en hielo y protegido de la 
luz. Para testar la estabilidad del complejo luciferina-luciferasa en el buffer B, se 
mide la luminiscencia proveniente de diluciones fijas de ATP al principio, durante y 
al final del experimento. 
• Diadenosina pentafosfato: 6mM en H2O. Filtrar, alicuotar y congelar a -20ºC. Es un 
inhibidor de la adenilato quinasa. Cuando se añade ADP a las mitocondrias, hay un 
incremento rápido inicial de la luminiscencia debido a la actividad de esta enzima 
(2ADP <=>  ATP+AMP)  
• Piruvato y Malato: 100mM en buffer A. Filtrar, alicuotar y congelar a -20ºC.  
• ADP: 6mM en buffer A. Preparar fresco. 
• ATP: 10mM en Buffer A. Preparar fresco. 
 
Protocolo:  
 
La luminiscencia se midió en un luminómetro de placas (Orion Microplaste Luminometer) y 
el software Simplicity 4.2.  Se configuraron dos plantillas de medida: punto fijo de medida 
(curva estándar) y una cinética que recogiese la luminiscencia durante 2 minutos. Las placas 
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utilizadas son de poliestireno blancas, de fondo plano (Costar Assay Plate 96 well). 
 
El luminómetro utilizado mide la luminiscencia pocillo por pocillo, por ello las medidas se 
hicieron por columnas, es decir, se leyeron 8 muestras durante 2 minutos, obteniendo 10 
medidas de cada muestra para la curva cinética.  
 
Preparamos la placa añadiendo a todos los pocillo de la placa 160 µl de Buffer A con ayuda 
de una pipeta multicanal. 
 
Curva estándar de ATP: Como la luminiscencia es directamente proporcional a la 
producción de ATP, se realizó una curva estándar de “ATP-luminiscencia”. Se prepararon 7 
diluciones de ATP: 0-0,05-0,1-0,5-1-5-10mM de ATP en buffer A. En la primera columna se 
añadieron por pocillo 10µl de la solución de ATP y a continuación 20µl de Buffer B. Y se midió 
la luminiscencia usando el programa de un solo punto de lectura. Se repitió la curva estándar 
cada 6 columnas medidas. 
 
Muestras problema: en primer lugar se añadió 5µl de la suspensión de mitocondrias (5ng/µl 
en Medio A). A continuación con la ayuda de la multicanal se añadieron los sustratos, 5µl 
Diadenosin Pentafosfato + 5µl Piruvato /Malato + 5µl de ADP (es conveniente hacer un mix de 
los tres compuestos y añadir 15µl de una vez). Por último se añadieron 20µl de Buffer B, y se 
registró la luminiscencia durante 2 minutos. Es recomendable realizar los triplicados de las 
muestras en distintas columnas. 
 
Para el análisis de datos, se realizó primero un análisis de la línea de regresión para la 
correlación entre la concentración de ATP y la luminiscencia luciferina-luciferasa dependiente; 
y la síntesis de ATP fue calculada como los nmoles de ATP producidos en un minuto por 
cantidad de proteína mitocondrial. 
 
I.4.4 Consumo de oxígeno en mitocondrias aisladas 
 
Fundamento: Los estados respiratorios se definieron experimentalmente valorando el 
comportamiento respiratorio de mitocondrias aisladas durante la incubación en un medio 
isotónico en presencia de donadores de electrones (sustratos). Así, se define como respiración 
en estado 4 a la tasa de consumo de oxígeno en ausencia de ADP (una vez consumido el ADP 
endógeno). Al añadir ADP se produce un incremento en la tasa de consumo de oxígeno, 
respiración en estado 3. Cuando no existen diferencias entre el estado 3 y el estado 4 
(Respiratory Control Ratio (RCR) =1), las mitocondrias se encuentran totalmente desacopladas; 
mientras que, RCRs mayores de 3 indican mitocondrias que están fuertemente acopladas. 
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El consumo de oxígeno en mitocondrias aisladas se midió en un electrodo tipo Clark 
termostatizado (Oxytherm, Hansatech Instruments) compuesto por un cátodo de platino (Pt) y 
un ánodo de plata (Ag), inmersos en una solución de cloruro potásico saturado al 50% y 
separados por una membrana de teflón permeable al oxígeno. Sobre la pieza que contiene los 
electrodos se coloca una pieza que incluye la cámara de reacción rodeada por otra cámara 
termostatizada que mantiene la reacción a la temperatura deseada, en nuestro caso 37ºC. La 
cámara se cierra con un émbolo provisto de una abertura capilar en su centro para permitir la 
salida de aire y la adición de reactivos durante el experimento. La corriente que se genera tras la 
aplicación de un voltaje polarizante de 700mV está estequiométricamente relacionada con el 
oxígeno consumido en el cátodo. Así, los datos obtenidos en cada experimento se registraron en 
un PC con el programa Oxygraph Plus V1.00 de Hansatech Instruments. 
 
Reactivos y Buffers: 
 
• Medio MAITE: 25 mM sacarosa, 75 mM sorbitol, 100 mM KCl, 0.05 mM EDTA, 5 
mM MgCl2, 10 mM Tris-HCl pH=7.4, 10 mM H3PO4. El pH de la disolución se 
ajusta añadiendo Tris base 0.5 M y se esteriliza en el autoclave a baja presión.  
• BSA libre de ácidos grasos: 10% en H20. Filtrar, alicuotar y congelar a -20ºC.  
• ADP: 50 mM en H20, ajustar el pH a 6.5-6.8 con KOH diluído y añadir MgCl2 a una 
concentración final de 20 mM. Filtrar, alicuotar y congelar a -20ºC.  
• Piruvato, malato, succinato: Preparar individualmente a una concentración 1M en 
H2O, ajustar el pH a 7.0 con KOH. Filtrar, alicuotar y congelar a -20ºC. Dilución de 
trabajo 100mM 
• Rotenona: 500µM en etanol. Alicuotar y congelar a -20ºC. Dilución de trabajo 
100µM. 
• KCN: 400mM en H2O,. Filtrar, alicuotar y congelar a -20ºC.  
 
Protocolo:  
 
En nuestro caso, se midió el consumo de oxígeno en mitocondrias aisladas en presencia de 
donadores de electrones (sustratos) y ADP (estado III de la respiración).  
 
Antes de empezar cada sesión de trabajo con el electrodo, se fijó la temperatura del 
Oxytherm, a 37ºC y se calibró el aparato estableciendo el cero mediante adición del ditionito de 
sodio que secuestra el oxígeno del medio.   
 
La adición de sustratos e inhibidores de la cadena de transporte electrónico se realizó usando 
jeringas Hamilton de 10 o 25µl. Y después de cada medida, la cámara de reacción se lavó con 
agua y con albúmina sérica bovina BSA) al 10%, para eliminar los restos de inhibidores. 
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Las mitocondrias se resuspendieron en medio MAITE a una concentración de 10µg/µl. 
El proceso se llevo a cabo en la cámara termostatizada a 37ºC en un volumen de reacción de 
1ml. Se añadieron 900ul de medio de incubación (MAITE) seguidos de 10µl de BSA libre de 
ácidos grasos (1mg/ml), para evitar el desacoplamiento de mitocondrias debido a la presencia de 
ácidos grasos, y los sustratos de interés: 
 
 5mM Piruvato más 5mM Malato 
 5mM Succinato más 100mM de rotenona 
 5mM Glutamato más 5mM Malato  
 
A continuación se añadieron las mitocondrias (100µg de proteína mitocondrial), se cerró la 
cámara y se puso en marcha el registrador (PC). Tras unos segundos, necesarios para que las 
mitocondrias se estabilizaran y agotaran su ADP endógeno en la fosforilación oxidativa, se 
añadieron 100 nmoles de ADP para activar la respiración y llegar al estado 3. La reacción se 
terminó con la adición de 2mM de KCN para determinar cualquier consumo de oxígeno no 
derivado de la cadena de transporte de electrones. 
 
Las pendientes de las gráficas así obtenidas, se calcularon utilizando el software del 
oxígrafo. 
 
I.4.5 Cuantificación del número de copias de mtDNA por RT-PCR 
 
Fundamento: conocemos el número de copias de un gen nuclear (2, en células diploides), 
pero el número de copias de mtDNA por célula puede ser muy variable. El protocolo se 
fundamenta en la cuantificación de la cantidad relativa de copias de mtDNA por copia nuclear 
mediante RT-PCR, a partir de la diferencia de la Ct (del inglés, Cycle threshold) tras la 
amplificación de un gen mitocondrial (mtCt) y la Ct tras la amplificación de un gen nuclear 
(nCt). De este modo, el número de copias de mtDNA relativo al número de copias de un gen 
nuclear será igual a: 
 
2*(2ΔCt); donde la ΔCt= nCt-mtCt 
 
El ΔCt es inversamente proporcional al número de copias de mtDNA.  
 
Protocolo:  
 
Para llevar a cabo la RT-PCR se utilizó el sistema de lectura de placas de 96 o de 384 
pocillos de Applied Biosystems 7900HT Fast Real-Time PCR; y el Kit Power SYBR Green 
PCR Master Mix de Apllied Biosystem. 
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Para el diseño de los cebadores nucleares se tubo en cuenta que uno de los cebadores de la 
pareja estuviese situado sobre un exón y el otro sobre un intrón, para evitar la amplificación del 
transcrito originado al expresarse el gen. También se evaluó la eficiencia de las pareja de 
cebadores, se realizaron diluciones 1:10 seriadas de un DNA cualquiera (de 10 a 0,001 ng/µl) 
que fueron utilizadas como molde en las diferentes reacciones (la recta de regresión lineal 
obtenida era -3.3 Log(x)) 
 
Preparación de las muestras: en la preparación de la muestra de DNA procedentes de tejidos 
hay tres factores que se han tenido en cuenta:  
 
• Es conveniente que la extracción de DNA del tejido sea a partir de una muestra 
homogénea del mismo. Hemos observado que el número de copias de mtDNA en el 
hígado de ratón varia entre diferentes trocitos cogidos aleatoriamente del mismo 
hígado. 
• Los diferentes métodos de extracción de DNA, solventes orgánicos (phenol-
cloroformo-alcohol isoamilico) o columnas de sílice, también influyen en la ratio 
nDNA-mtDNA obtenido. Solamente se comparan dos muestras donde el DNA haya 
sido extraído bajo las mismas condiciones. 
• La calidad del DNA tiene una influencia directa en la eficiencia de la PCR. 
 
RT-PCR: La reacción llevada a cabo fue la siguiente: 
 
 
96 poc 
Volf:20µl 
384 poc. 
Volf: 10µl 
Supermix 10µl 5µl 
Oligo F (10mM) 0,5µl 0,25µl 
Oligo Rv (10mM) 0,5µl 0,25µl 
DNA (2,5 ng/µl) 3µl 1,5µl 
H2O 6µl 3µl 
 
Cebadores mitocondriales (mtCo2): 
COII RTF 3’- CTACAAGACGCCACAT-5’ (7037-7052) 
COII RTR 3’- GAGGGGGAGAGCAAT-5’ (7253-7238) 
 
Cebadores nucleares (SDH): 
SDH RTF 3’- TACTACAGCCCCAAGTCT-5’ (1026-1043) 
SDH RTR 3’- TGGACCCATCTTCTATGC-5’ (1219-1202) 
Programa: 2min-95ºC, (15seg-95ºC, 60seg-60ºC)x40, curva de disociación. 
Para el análisis de datos se utilizó el software SDS v2.3. 
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I.5. Extracción y genotipado de ovocitos y embriones de ratón 
 
Reactivos: 
• Buffer de Lisis de embriones: 50mM Tris-HCl pH8-8.5, 1mM EDTA, 0,5% Tween-
20 y 1,25mg/ml de proteinasa K (PK). El stock de proteinasa K (20mg/ml) se 
conserva a -20ºC y se añade fresca antes de su utilización. 
 
I.5.1 Extracción y genotipado de oocitos 
 
Las hembras fueron superovuladas por tratamiento hormonal con 5 UI/hembra de PMSG y, 
46-48 horas después, con 5 UI/hembra de HCG. Al día siguiente de la administración de HCG, 
fueron sacrificadas por dislocación cervical, y se abrió la cavidad abdominal exponiendo los 
órganos reproductivos tal y como se describe en la Figura M.5B. Sujetando el extremo de uno 
de los cuernos uterinos con un fórceps, se separó el oviducto, ovario y grasa. A continuación se 
depositó el oviducto en una placa de Petri de 35mm conteniendo medio M2 (comercial) a 
temperatura ambiente, Los oocitos, rodeados de las células del cumulus, se encuentran en la 
parte superior del oviducto, en el ampulla, que se desgarró con cuidado con la ayuda de una 
aguja de 30G. Los ovocitos así obtenidos fueron aspirados con una pipeta de manipulación de 
embriones y transferidos a una placa de Petri con medio M2 + 0,3mg/ml de hialuronidasa 
durante un par de minutos, para permitir el desprendimiento de las células del cumulus. Por 
último se volvieron a transferir los ovocitos a una placa de 35mm con H2O miliq. Rápidamente 
(para evitar la lisis) se aspiraron los ovocitos individualmente y se colocaron en el fondo de un 
tubo de PCR, en un volumen aproximado de 5µl de agua. (En colaboración con la Unidad de 
Transgénesis del CNIC). 
 
Directamente se añadieron 3µl del Buffer de Lysis de Embriones y se mezcló con unos 
suaves golpes con el dedo (evitar pipetear la muestra, porque el ovocito se pega con facilidad al 
plástico de las puntas). Se incubó a 55ºC durante 30 minutos seguidos de 10 minutos a 95ºC 
para desactivar la proteinasa K. Se colocaron los tubos de PCR en hielo y se añadió el mix de 
PCR4276 directamente hasta un volumen final de 25µl. (RFLP4276). 
 
I.5.2 Extracción y genotipado de embriones 
 
Las hembras fueron puestas en cruce con machos BL/6C57 y se examinó la presencia de tapón 
de cópula todas las mañanas hasta su visualización. El día que las hembras presentan este tapón 
mucoso vaginal se empieza a contabilizar como día 0,5 de gestación. 
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Extracción y genotipado de embriones de 2,5 días 
 
Se sacrificaron las hembras por dislocación cervical dos días después de la visualización del 
tapón de cópula. Se abrió la cavidad abdominal y se separó el oviducto junto con el último 
extremo del útero. Se colocó en una placa de Petri de 35mm con medio M2 a temperatura 
ambiente. Se obtuvieron lo embriones por lavado del infundíbulo con medio M2 tal y como se 
muestra en la Figura M.5C.  
 
Los embriones así obtenidos fueron transferidos individualmente a un tubo de PCR y se 
siguió el protocolo de igual modo que con ovocitos. La única diferencia es que se añadió 5µl de 
Buffer de Lisis, y se incubó 1 hora a 55ºC. 
 
Extracción y genotipado de embriones de 6,5 días 
 
Se sacrificaron las hembras por dislocación cervical 6 días después de la visualización del 
tapón de cópula. Se cortaron los cuernos uterinos por debajo del oviducto y se transfirió el útero 
entero a una placa de Petri de 100mm, con PBS1X estéril, intentando eliminar la mayor 
cantidad posible de grasa. A este estadio las deciduas aun no están claramente separadas del 
estroma del endometrio. Con unos fórceps, cada decidua fue separada del útero y colocada en 
placas de Petri individuales con PBS1X. Se separó la capa muscular con fórceps, y a 
continuación se diseccionó la decidua hasta exponer el pequeño embrión, desprendiéndolo con 
ayuda de la punta de las pinzas (Quirós et al., 2012; Shea and Geijsen, 2007). 
 
Cada embrión fue pipeteado individualmente y colocado en el fondo de un eppendorf de 
1,5ml en el menor volumen posible. Y se añadieron 20µl de Buffer de Lisis. Se incubó durante 
dos horas (o O/N) a 55ºC seguido de 10 minutos a 95ºC. Para la reacción de PCR se usó 
directamente 4µl de DNA. 
 
Extracción y genotipado de embriones de 13,5 días 
 
 A los 13 días de la detección del tapón de cópula, las hembras fueron sacrificadas por 
dislocación cervical y se abrió la cavidad abdominal, exponiendo el útero que se transfirió a 
PBS1X esteril eliminando la mayor cantidad de grasa posible en el proceso. A continuación, 
trabajando en una placa de Petri de 100mm cada decidua es transferida a una placa individual. 
Con cuidado, se rasga la pared muscular que cubre la decidua, a continuación la membrana de 
Reicher y el saco vitelino, exponiendo el embrión, que todavía está cubierto con la membrana 
amniótica que hay que separar. Se cogió una muestra de piel del embrión, de la cual se extrajo 
DNA por un método convencional y se realizó la RFLP4726.  
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I.6. Procedimientos animales generales 
 
I.6.1 Estudios clínicos 
I.6.1.1 Hematología 
 
Se extrajeron sobre 70µl de sangre entera de la vena submaxilar en tubos Microvette® 
100EDTA. Todas las muestras siguieron el mismo procedimiento y una vez recogida se 
Figura M.5: Esquema de la disección de ovocitos y embriones de ratón. (A) Disección de los 
órganos reproductivos de una hembra. (B) Aislamiento de ovocitos maduros del ámpula. (C) Lavado 
del infundíbulo para la obtención de embriones de 2,5 días. (D) Disección de embriones de 6,5 días. 
(E) Disección de embriones de 13,5 días. Imágenes tomadas de Manipulating the mouse Embryo, a 
Laboratory Manual, tercera edición. 
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mezclaron inmediatamente por inversión para evitar la formación de coágulos. El análisis 
hematológico de la sangre entera se realizó el mismo día de la extracción mediante el uso del 
analizador ABX Pentra 80 que utiliza como métodos de medición, citoquímica, fotometría, 
impedancia, citometría óptica y de flujo (matriz LMNE). 
 
I.6.1.2 Bioquímica clínica 
 
Las extracción se sangre se realizó en animales ayunados O/N a primera hora de la mañana. 
Si el animal era sacrificado, se recogieron en torno a 800µl de sangre mediante punción 
cardiaca (animal previamente sacrificado con CO2). La sangre fue transferida a un tupo 
eppendorf (quitando la aguja, para evitar hemólisis) y se dejo reposar durante 15 minutos a 
temperatura ambiente. Luego se centrifugó 10 minutos a 4500rpm, y el sobrenadante líquido y 
transparente fue pipeteado a un nuevo tubo eppendorf. Si el análisis no se realizaba el mismo 
día de la extracción, los sueros se guardaban a -80ºC. Todas las muestras de un experimento son 
sometidas al mismo procedimiento, y analizadas en la misma tanda (para evitar variaciones 
generadas por la calibración del equipo). Los sueros fueron entregados el servicio de 
histopatología del CNIC, que analizó el perfil bioquímico solicitado con el aparato Dimension 
RxL Max. 
 
En el caso de que el animal no fuese sacrificado, la sangre se extrajo de la vena submaxilar y 
fue recogida en un tubo de Microvette CB300 (hasta un máximo de 300µl, dependiendo del 
peso del animal y de la frecuencia de extracción) 
 
I.6.1.3 Prueba de Tolerancia a la Glucosa 
 
Los niveles de glucosa en sangre se midieron en una gota de sangre procedente de una 
pequeña incisión con un bisturí en la cola del animal. El animal se colocó en un cepo para 
facilitar el manejo. Se uso un glucómetro de mano convencional. 
 
Los animales fueron ayunados O/N. Se pesaron los animales y se midió los niveles de 
glucosa a tiempo 0. A continuación se inyectó un bolus de glucosa (2g/kg) en la cavidad 
intraperitoneal usando una aguja 30G. Y se siguió los niveles de glucosa en sangre del animal a 
los 15, 30, 60, 90 y 120 minutos tras la inyección. 
 
I.6.1.4 Determinación de los niveles de insulina 
 
La determinación de los niveles de insulina en suero se realizó con el kit Rat/Mouse Insuline 
Elisa de Millipore, siguiendo las instrucciones del fabricante. 
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Los animales fueron ayunados O/N, y a primera hora de la mañana se pesaron los animales y 
se midió la glucosa en sangre. A continuación se extrajeron sobre 100µl  de sangre entera (en 
adultos, aprox. 30gr) de la vena submaxilar en tubos eppendorf de 1,5 ml sin anticoagulante. Se 
dejó la sangre coagular durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuación se 
centrifugó la sangre durante 15 minutos a 2000-3000g a 4ºC y se transfirió el suero a un tubo 
nuevo. Si la medida de insulina no se hacía en el momento, el suero fue guardado a -20ºC o -
80ºC. 
 
La muestras se evaluaron por triplicado, y las concentraciones de insulina fueron 
determinadas comparando la absorbancia de la medida de los estándares (curva estándar). 
 
El cálculo del índice HOMA (Homeostasis Model Assesment) se realizó en base a la 
siguiente fórmula (valores de insulina y glucosa en ayunas): 
 
HOMA = (insulina (µU/ml) x glucosa (mmol/L))/ 22,5 
 
I.6.1.5 Histología 
 
Las muestras de tejido hepático se fijaron en PFA 4% toda la noche. Al día siguiente las 
muestras se deshidrataron en soluciones de etanol en porcentajes crecientes y finalmente en 
xilol. Una vez deshidratadas se incluyeron en parafina y se realizaron cortes seriados de 5µm en 
el micrótomo. 
 
Para evaluar las lesiones hepáticas se llevó a cabo la tinción con hematoxilina-eosina que se 
realizó en el sistema Leica Multistainer. Las muestras se montaron y se visualizaron en un 
microscopio Nikon 90i. Posteriormente se digitalizaron los portas mediante el uso del Digital 
scanner NanoZoomer 2.0-RS (Hamamatsu). Y se usó el software NDP view 2, para el 
procesado de imágenes. 
 
I.6.2 Dietas y administración de drogas 
 
I.6.2.1 Tratamiento con DCA y NAC en agua de bebida 
 
La administración de DCA y NAC a los ratones fue a través del agua de bebida. Los 
biberones se cambiaron dos veces por semana durante el transcurso del tratamiento. 
 
El DCA, (Sodium dichloroacetate, Sigma-Aldrich) se administró a una concentración de 
66,2mM (1% g/vol).  
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El NAC (N-Acetyl-L-cysteine, Sigma-Aldrich) se administró a una concentración de 61,2 
mM (1% g/vol). 
 
I.6.2.2 Administración de Dieta grasa 
 
La dieta de mantenimiento de los ratones ha sido 5K67 LabDiet®. Para los experimentos con 
dieta con alto contenido de grasa se utilizó D12492 Open Source Diets® (Tabla M.3) 
 
Dieta Proteinas Kcal% Grasa Kcal% 
Carbohidratos 
Kcal% 
Total 
Kcal/gm 
5K67 LabDiet® 22,382 16,028 61,734 4,17 
D12492 Open 
Source Diets® 20 60 20 5,24 
 
 
 
I.7. High Throughput Screening  
 
I.7.1 RNAseq 
 
Preparación de muestras: 
 
Las muestras proceden de ratones macho, no ayunados, de 10 semanas de edad, fueron 
recogidas entre las 8:00 y 9:30h de la mañana. 
 
Los ratones fueron sacrificados con CO2. Se recogió el lóbulo mediano del hígado y el 
ventrículo izquierdo del corazón, que fueron sometidos a una congelación rápida con nitrógeno 
líquido. Las muestras de tejido fueron guardadas a -80ºC hasta su procesamiento. 
 
La extracción de RNA se realizó mediante una combinación de Trizol Reagent y RNeasy 
Mini Kit Qiagen. Se homogenizaron 100mg de tejido usando 1ml de Trizol con el Ultra Turrax 
(en frío). Se dejó incubando el homogenado a tª ambiente durante 5 minutos. Se añadieron 0,2 
ml de cloroformo por cada 1ml de trizol, y se agitó vigorosamente por inversión. Tras dos 
minutos de incubación a tª ambiente, se centrifugaron las muestras a 12.000g durante 15 
minutos a 4ºC. La fase acuosa se transfirió a un tubo limpio y se limpió con las columnas del kit 
de Qiagen siguiendo las instrucciones del fabricante. El RNA se diluyó en 100µl de agua libre 
de RNasas y se guardó en frio. Se transfirieron 5µl a un eppendrof limpio que fueron usados 
para evaluar la calidad y cuantificación de las muestras de RNA individuales, por (i) 
Tabla M.3: Composición de la dieta de los ratones 
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espectrofotometría (spectophotometer ND100, Nanodrop®) se evalúo la concentración y la 
pureza mediante la ratio de la absorbancia a 260/280 y 260/230; y (ii) en un gel de agarosa al 
1% TAE teñido con Bromuro se evaluó la calidad, la intensidad de la banda correspondiente al 
28S rRNA en torno al doble de intensidad de la banda correspondiente al 18S rRNA. 
 
Se realizaron pools de RNA procedentes de muestras de 4 ratones. Cantidades iguales de 
RNA fueron mezcladas para obtener una concentración de 1,5µg RNA/100µl de H2O libre de 
RNasas.  
 
Una vez preparadas las muestras definitivas de RNA, se corrieron las muestras en el Agilent 
Technologies 2100 Bioanalyzer: el valor del RNA integrity number (RIN) tiene que ser mayor o 
igual a 8. (La pureza e integridad del RNA se considera un punto crítico en este protocolo). 
 
Secuenciación de RNA:  
 
La secuenciación de las muestras de RNA se llevo a cabo en la Unidad de Genómica del 
CNIC, mediante el uso del secuenciacdor Illumina Genome Analyzer IIx. A modo de resumen, 
el protocolo consiste en la preparación de las librerías de secuenciación usando el kit de 
Illumina basado en enriquecimiento de transcritos con colas poliA, control de la calidad de las 
librerías, cuantificación de las librerías y carrera de secuenciación. 
 
Las muestras de los hígados de los ratones BL/6C57 y BL/6NZB se corrieron usando un 
protocolo  de secuenciación pareada 2*75 bp (es decir, cada molécula se lee por los dos 
extremos y los reads tienen una longitud de 75bp). Para el resto de muestras se utilizó un 
protocolo de secuencaicion simple de 1*75bp (cada molécula se lee sólo por un extremo). 
 
Procesamiento de datos: 
 
El análisis de datos de NGS fue realizado en la Unidad de Bioinformática del CNIC. El 
proceso comprende (i) un control de calidad con FASTQC de los datos crudos, (ii) la detección 
y limpieza de contaminantes usando el software cutadapt, (iii) alineamiento de las reads al 
trancriptoma (basado en la referencia de Ensembl GRCm38, gene build 70) y cuantificación 
usando RSEM, (iv) y el análisis de expresión diferencial usando el paquete de R EdgeR. En este  
análisis se filtraron tránscritos con niveles de expresion por debajo de una cuenta por millon de 
reads secuenciadas, se normalizaron las réplicas usando el método TMM  de EdgeR y se evaluó 
la significancia ajustando para multiples tests. 
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Interpretación de resultados: 
 
La interpretación del significado biológico de los resultados se realizó  mediante el uso del 
Ingenuity Pathway Analysis (http://www.ingenuity.com/products/ipa), y Gen Set Enrichment 
Anaysis (GSEA) (http://www.broadinstitute.org/gsea/index.jsp). 
I.7.2 Metabolómica 
 
La identificación del perfil metabólico fue realizada por la empresa Metabolon. 
 
Preparación de muestras: 
 
Las muestras proceden de un total de 24 animales de 10 semanas de edad, recolectadas entre 
las 8:00-9:30h de la mañana de animales no ayunados: 6 machos BL/6C57, 6 machos BL/6NZB, 6 
hembras BL/6C57 y 6 hembras BL/6NZB. 
 
Se prepararon las muestras de hígado y plasma de acuerdo a las especificaciones 
recomendadas. 
 
Plasma: se extrajeron en torno a 700-900µl de sangre por punción cardiaca (animales 
sacrificados con CO2). La sangre fue depositada con cuidado en un eppendorf de 2ml (quitando 
la aguja, para evitar hemólisis) y se añadió el mismo volumen de 9mM EDTA en PBS1X (para 
conseguir una concentración final aproximada de EDTA de 4,5mM). Se mezcló bien por 
inversión, y se centrifugó a 1000xg durante 15 minutos. El sobrenadante claro, se transfirió a los 
tubos proporcionados por Metabolon y se sometieron a una congelación rápida en nitrógeno 
líquido.   
 
Hígado: Se recogió una muestra de hígado de 50-100mg procedente del lóbulo izquierdo del 
hígado y se congeló rapidamente en nitrógeno liquido. 
 
Las muestras se guardaron a -80ºC hasta su envío en hielo seco a Metabolon. 
 
Procesamiento de muestras: 
 
El análisis de los metabolitos fue realizado por la empresa Metabolon. La identificación de 
los metabolitos se realizó mediante Cromatografía de gases/Espectometría de masas (GC/MS) y  
Cromatografía líquida/Espectometría de masas (LC/MS). Fue proporcionado un archivo Excel 
con los datos crudos conteniendo la información de los parámetros de todos los compuestos 
(identificadores, masa, índice de retención, etc.). En total se identificaron 313 metabolitos en 
hígado y 287 en plasma. 
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Análisis de datos: 
 
Se realizó un análisis discriminante por regresión de mínimos cuadrados parciales (PLS-DA) 
de los 197 metabolitos comunes de ambas matrices (plasma e hígado), y de cada matriz (313 
metabolitos en el hígado y 287 metabolitos en plasma). 
 
La significación biológica de los cambios se evaluó haciendo uso del Ingenuity Pathway 
Analysis (http://www.ingenuity.com/products/ipa), y Metabolite Set Enrichment Anaysis 
(MSEA). 
 
I.7.3 Cuantificación por FISH de la longitud telomérica 
 
Se midió la longitud telomérica en muestras de piel de la cola por medio de una hibridación 
fluorescente in situ cuantitativa (Q-FISH), en colaboración con el grupo del Dr. D. Ignacio 
Flores del CNIC. 
 
Preparación de las muestras: 
 
Se cortó 1cm de cola de los ratones con un bisturí cauterizador. Para minimizar el estrés y 
dolor de los ratones, estos fueron anestesiados con Isofluorano, y se les inyectó el analgésico 
Buprenorfina por vía SC tras el procedimiento. El trozo de cola se deposito en PBS1X en frio. 
 
Para sacar el hueso de la cola, se realizó un corte longitudinal con un bisturí y con unas 
pinzas se cogió el extremo del hueso y se empujó hasta sacarlo. Se estiró la piel obteniendo un 
rectángulo, y se colocó lo más aplanada posible sobre un trocito de papel Whatman (la zona del 
pelo hacia arriba). Se fijó O/N en PFA al 4%. Los tejidos fueron embebidos en parafina y se 
realizaron cortes seriados de 7µm. Uno de los cortes se tiñó con HE. El resto se utilizó para 
FISH. 
 
Hibridación in situ cuantitativa (Q-FISH): 
 
Los cortes fueron hibridados con la sonda PNA marcada con Cy3 con la repetición de la 
secuencia telomérica, tal y como ha sido descrito (González-Suárez et al., 2000; Herrera et al., 
1999; Zijlmans et al., 1997). La señal de DAPI y Cy3 se adquirieron en canales separados con 
un objetivo de 60x aumentos usando un microscopio confocal (Laica SP5). Todas las tinciones 
fueron realizadas a la vez. En la adquisición de imágenes se mantuvo la misma intensidad de los 
láseres para minimizar la variación entre días. Las imágenes para la cuantificación fueron 
generadas a partir de proyecciones de máxima intensidad de imágenes apiladas de 12-bit (15 
secciones por stack de 1µm). Las imágenes de DAPI fueron ajustadas y segmentadas usando el 
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ImageJ. Para el análisis cuantitativo de imágenes se usó el Metamorph platform (Molecular 
Devices), tal y como se ha descrito(Flores et al., 2008). 
 
Análisis estadístico: 
 
Tan solo las células de la protuberancia del folículo piloso fueron consideradas para el 
análisis. Los valores de la intensidad de los telomeros fueron exportados al Excel. 
 
Para calcular la significancia estadística entre la distribución de la longitud telomérica se 
utilizó el test Wilcoxon’s ram sum. Para comparar la reducción media de la longitud telomérica 
y el porcentaje de telómeros cortos y largos se utilizó un two-tailes T-test. 
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II. Material y Métodos: Cultivos celulares 
 
Las técnicas y procedimientos rutinarias del cultivo celular se recogen detalladamente en 
previas tesis presentadas en el grupo. 
II.1. Medios de cultivo 
 
Medio de Fibroblastos 
 
Medio DMEM (Sigma D5796) con alto contenido en glucosa (4,5g/l) y L-glutamina 
suplementado con el 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) (Sigma), 1% de 
penicilina/estreptomicina (Lonza) y 1mM de piruvato de sodio. 
 
Medio de Fibroblastos  modificado 
 
Medio DMEM (Gibco, 11966-025) sin glucosa, suplementado con 10% SFB (Sigma), 1% 
penicilina/estreptomicina (Lonza) y 1mM de piruvato de sodio. Las diferentes fuentes de 
carbono que se han utilizado son:  
 
 0,9g/L Glucosa (Sigma) 
 0,9g/L Galactosa (Sigma) 
 
En ensayos específicos se añadieron los compuestos requeridos, N-acetil-L-cisteína 1mM 
(Sigma) y Dicloroacetato de Sodio 15mM (Sigma).  
 
Todos estos compuestos se disolvieron en H2O miliq y fueron filtrados (0,22µm) antes de su 
utilización. 
 
Medio de ES 
 
Medio DMEM con Glutamax-I (Gibco, 61965-026) con alto contenido en glucosa (4,5g/l) 
suplementado con el 15% de Suero Fetal Bovino (SFB) (Sigma), 1% de 
penicilina/estreptomicina (Lonza), 1mM  Piruvato de Sodio, 0.7% ß-mercaptoetanol (Sigma), 
1% de aminoácidos no esenciales (Gibco), y 1000 U/ml de LIF (Chemicon Internacional 
LIF2010). 
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II.2. Fibroblastos Embrionarios de ratón (MEFs) 
 
II.2.1 Preparación de MEFs 
 
Los MEFs se prepararon a partir de embriones de día 12.5-14.5 d.p.c. Una vez extraído el 
útero se trabajo bajo condiciones de esterilidad en una campana de flujo laminar.  
 
Los embriones fueron diseccionados del útero individualmente y colocados en una placa de 
Petri con PBS 1X dónde se desecharon la cabeza, extremidades, cola, y órganos internos 
(hígado, corazón…). Se lavo la carcasa varias veces con PBS 1X para quitarnos la mayor 
cantidad posible de sangre, y se troceó con tijeras estériles en un volumen de 800µl de PBS 1X. 
Tras lo cual se colocó en un Falcon de 15ml y se añadió 5ml de Tripsina 0,1% y se incubó 30 
minutos a 37ºC con agitación. 
 
Se transfirió la suspensión celular a un nuevo tubo (evitando coger los trozos más grandes 
que no habían sido disgregados), y se centrifugó durante 3 minutos a 1000 rpm. Se resuspendió 
las células en medio de cultivo de fibroblastos y se pasaron a placas de 100mm. Un embrión en 
2 placas de 100mm. 
 
Se cambió el medio a las 24 horas, y a las 48-72 horas, cuando el cultivo llegó a un 90% de 
confluencia, los MEFS fueron usados directamente para experimentos, o se congelaron 
indicando pasaje 1. 
  
II.2.2 Inmortalización de MEFs 
 
Los MEFs han sido inmortalizados con retrovirus que contenían los oncogenes E6/E7 del 
papilomavirus humano tipo 16, con el gen que codifica la enzima neomicina fosfotransferasa, 
cedido por el laboratorio de la Dra. Wartiovaara. 
 
Para la infección retroviral, las células se sembraron en placas de 60mm y se espero a tener 
una confluencia del 80%. Se quitó el medio de las células y se añadió 1,1ml de medio de 
fibroblasto con Polibreno (4µg/ml) y 0,4ml del stock de virus filtrado (aprox. 105IU/ml). Se 
incubó a 37ºC durante 2 horas, tras las cuales se añadió 5ml más de medio con Polibreno 
(4µg/ml) y se siguió incubando 5 horas más a 37ºC. Transcurrido ese tiempo se quitó el medio 
con virus, se lavó un par de veces con medio fresco, y se añadió 5 ml de medio freso sin 
polibreno. 
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Al día siguiente se cambió el medio por el medio de selección que contenía 400µg/ml de 
G418. Durante los 7-10 días que duró la selección antibiótica se cambio el medio cada 2 días. 
 
Durante este proceso todos los objetos y medios de cultivo que habían estado en contacto 
con virus, se recogían y desinfectaban con hipoclorito al 10%. Después de la desinfección todo 
el material era autoclavado. 
 
II.3. Células Madre Pluripotentes Inducidas (iPSCs) 
 
II.3.1 Generación de iPSC 
 
La generación de iPSC se realizó a partir de MEFs en pasaje 1-2 mediante la transfección de 
los factores de reprogramación (Oct4, Sox2, Klf4 y c-Myc) con el sistema inducible por 
doxiciclina PiggyBac Transposón; en colaboración con el grupo de la Dra. Wartiovaara, 
siguiendo el protocolo ya descrito (Woltjen et al., 2011; 2009). 
 
Se utilizaron tres vectores (Figura M.6): 
 
• PB-TET-MKOS transposón. Contiene los cuatro factores de reprogramación y el 
reportero d la ß-galactosidasa. 
• PB-CA-rtTA transposón. Expresa el rtTA transactivador dependiente de doxiciclina. 
• pCyL43 transposasa. Expresa constitutivamente la transposasa piggyBac. 
 
 
 
El método de transfección utilizado fue el de “Neon® Transfection System” de Invitrogen, 
junto con el Kit de la misma compañía “NeonTM Transfection System 100µl Kit”. 
 
Los MEFs fueron tripsinizados y lavados una vez con PBS 1X. Tras contar las células se 
resuspendieron 250.000 células en 125µl de buffer R (Neon Kit) y se añadieron 2µg de los 
vectores (1000ng del vector PB-TET-MKOS, 500ng del PB-CA-rTA y 500ng del pCyL43). La 
electroporación se llevó a cabo usando puntas Neon de 100µl a 1300V, 30 ms, 1 pulso.  
 
Figura M.6: Vectores transposón piggyBac utilizados para generar iPSCs. Imagen tomada de 
(Woltjen, Methods Mol Biol, 2011). 
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Las células electroporadas se pasaron directamente en dos pocillos de una placa de 6 pocillos 
previamente tratada con gelatina con medio de fibroblastos sin antibióticos. Al día siguiente se 
cambió el medio por medio de ES suplementado con doxiciclina a una concentración de 
1,5µg/ml. Durante los siete días siguiente se renovó el medio diariamente. A los cinco días ya se 
empiezan a ver los típicos foci que formaran las colonia de iPSC, que estarán listas para ser 
recogidas transcurridos 8 días tras la electroporación. 
 
Para picar las colonias, se lavó el pocillo una vez con PBS 1X y se añadió 1ml de PBS 1X. 
Las colonias se picaron bajo una lupa, con la punta de la pipeta se desprendió la colonia 
recogiéndola en 20µl de PBS1X, y se colocó en una gota de 20µl de Trispsina 2X y se dejó 
durante un par de minutos. Luego se transfirieron a una placa de 96 pocillos (una colonia por 
pocillo) con feeders.  
 
El cultivo de iPSC se realizó con medio de ES. 
II.3.2 Caracterización de células pluripotentes inducidas (iPSCs) 
 
Determinación de la Actividad Fosfatasa Alcalina 
 
La determinación de la actividad de la Fosfatasa Alcalina (AP) en las iPSC se realizó 
aprovechando la reacción NBT/BCIP, en la cual el BCIP es desfosforilado por la actividad de la 
AP, y posteriormente oxidado por el NBT. Tanto la oxidación del BCIP desfosforilado, como la 
reducción del NBT dan un precipitado de color azul-violeta. De este modo las células positivas 
se tiñen de una color azulado. 
 
Las células, sembradas en una placa de 6 pocillos, se lavaron dos veces con PBS 1X. A cada 
pocillo se añadió 1 ml de la siguiente solución (fresca): 100mM Tris-HCl pH8,8, 10mM NaCl, 
50mM MgCl2 y 2% (vol/vol) de NBT/BCIP (Stock solution, Roche). Se incubó 20 minutos en 
oscuridad a temperatura ambiente, y se lavó 3 veces con PBS 1X. 
 
Inmunofluorescencia  
 
Las células fueron fijadas sobre cubreobjetos con PFA al 4% durante 20 minutos a 
temperatura ambiente. Tras tres lavados con PBS 1X se bloquearon y permeabilizaron con 0,1% 
Triton-X100, 10% suero de cerdo, durante 30 minutos a temperatura ambiente y se volvió a 
lavar tres veces con PBS 1X.  
 
Se incubó con los anticuerpos primarios SSEA1 (Millipore) 1:100 y Nanong (abcam) 1:500, 
diluidos en el diluyente comercial “Dako REALTM (DAKO) durante 2 horas a temperatura 
ambiente (o a 4ºC O/N). 
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Se lavó tres veces con 1% de suero porcino en PBS 1X; y se incubó con los anticuerpos 
secundarios de la casa comercial de abcam Anti-Rabbit Alexa Fluor® 594 (ab 150076) y Anti-
Mouse Alexa Fluor® 488 (ab 150105) diluidos 1:500 respectivamente en el diluyente de 
anticuerpos comercial “Background Reducing” (DAKO), durante una hora a temperatura 
ambiente. 
 
Por último se lavó tres veces con 1% de suero porcino en PBS 1X, y se montaron los cubres 
con el kit “SlowFade Antifade” de Invitrogen. 
 
RT-qPCR 
 
Para el aislamiento del ARN total de células se usó el reactivo TRIzol (Invitrogen), 
siguiendo las instrucciones del fabricante. El ARN extraído se resuspendió en agua libre de 
ribonucleasas, se cuantificó por espectrofotometría (spectophotometer ND1000, Nanodrop®) y 
se comprobó su pureza y calidad mediante electroforesis en gel de agarosa. 
 
Las muestras de ARN total se trataron con el kit RQ1 Rnase-free Dnase (Promega), según 
instrucciones del fabricante, para eliminar el ADN de la muestra.  
 
La retrotranscripción (RT) a ADNc se realizó a partir de 1µg de ARN total con el kit 
“Maxima First Strand cDNA Synthesis kit for RT-qPCR” (Fermentas), siguiendo las 
especificaciones del fabricante. 
 
El análisis cuantitativo de la expresión génica se realizó mediante la reacción en cadena de la 
polimerasa (qPCR) en sistemas de Detección de Secuencia (SDS) 7900FAST de Applied 
Biosystems. Para la reacción se utilizó SYBR Green I Dye (SYBR Green master Mix 2X, 
Applied Biosystems). Los datos fueron analizados con el programa de análisis SDS por el 
método de la cuantificación relativa por comparación de CT (thresold cycle umbral de detección 
establecido). 
 
Se cuantifico la expresión génica de los genes Oct4, Rex1, Nanog, Dnmt3b y Sox. Para la 
normalización se utilizó el gen GAPDH. En cada carrera se incluyó muestras de fibroblastos 
como control negativo. (Tabla M.5) 
 
 
 
 
 
Material	  y	  Métodos 
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Gen Oligo Secuencia (5’-3’) Ensayo 
Oct4 mOct4 F CCAACGAGAAGAGTATGAGGC qPCR mOct4 R CAAAATGATGAGTGACAGACAGG 
Rex1 mRex1 F GGAAGAAATGCTGAAGGTGGAGAC qPCR mRex1 R AGTCCCCATCCCCTTCAATAGC 
Nanog mNanog F CCTCCAGCAGATGCAAGAA qPCR mNanog R GCTTGCACTTCATCCTTTGG 
Dnmt3b mDnmt3b F AGATGATGGGAATGGCTCTG qPCR mDnmt3b R AGACCTGGTAGCCGGAAACT 
Sox2 mSox2 F TCTGTGGTCAAGTCCGAGGC qPCR mSox2 R TTCTCCGTTCGCAGTCCAG 
GAPDH mGAPDH F ACCACAGTCCATGCCATCAC qPCR mGAPDH R ACCACAGTCCATGCCATCAC 
 
 
Tinción LAcZ 
 
Las iPSCs fueron crecidas en presencia y ausencia de doxiciclina por lo menos durante dos 
pasajes. 
 
Las células se lavaron un par de veces con PBS 1X y se fijaron con Glutaraldehído 0,02% a 
temperatura ambiente durante 5 minutos. Después se lavaron tres veces con PBS 1X. 
Finalmente las células se tiñen con la solución de revelado (1mg/ml X-Gal, ferrocianuro 
potásico 5mM y ferrocianato potásico 5mM en PBS 1X) a 37ºC durante 2-16 horas. Tras la 
tinción las células se lavaron dos veces con PBS 1X. 
Tabla M.5. Secuencias de oligos utilizados para la caracterización de la plutipotencia e iPSC 
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I. Generación de modelos animales 
 
Los tres principales modelos de ratón generados y utilizados en el transcurso de esta tesis 
doctoral han sido: ratones conplásticos, ratones heteroplásmicos y ratones quiméricos (Figura 
I.1). 
 
 
I.1. Ratones conplásticos  
 
Los ratones conplásticos se caracterizan por tener el mismo fondo genético nuclear, pero 
diferente mtDNA (http://research.jax.org/grs/type/conplastic.html). Se podría decir que son la 
equivalencia in vivo del modelo in vitro  de los cíbridos transmitocondriales. Por ello, con el 
Figura I.1: Modelos animales. Representación esquemática de los modelos animales generados y 
utilizados durante el desarrollo de la tesis doctoral con la nomenclatura utilizada. 
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objetivo de determinar si los haplotipos de mtDNA C57BL/6J y NZBOla/Hsd generan 
diferencias funcionales in vivo, se generaron ratones conplásticos (ver material y métodos).  
 
Teniendo en cuenta la herencia exclusivamente materna del mtDNA, se generaron líneas 
conplásticas mediante el retrocruzamiento de ratones consanguíneos C57BL/6J  (BL/6C57)) y 
NZBOla/Hsd (NZBNZB) durante un mínimo de 10 generaciones. Se estableció una línea con 
fondo nuclear C57BL/6J y el mtDNA NZBOla/Hsd (BL/6NZB), y una segunda línea con fondo 
nuclear NZBOla/Hsd y mtDNA C57BL/6J (NZBBL/6). Las crías obtenidas tras 10 generaciones 
son consideradas conplásticas y son mantenidas mediante el cruce de las hembras conplásticas, 
donadoras del mtDNA, con los machos de la línea consanguínea receptora. 
  
Debido a que la obtención de ratones conplásticos es mediante retrocruzamiento, se estimó la 
pureza nuclear mediante tres aproximaciones complementarias (Figura I.2): 
 
(i) Se determinaron por RFLP 20 polimorfismos particulares de las líneas C57BL/6 y 
NZBOla/Hsd localizados en cromosomas distintos.  
 
(ii) Se usó el “Affimetrix® Mouse Diversity Genotyping Array” que examina 632.000 SNPs, 
cubriendo todo el genoma con una resolución de mapeo de 4.3 kb. 
 
(iii) Se realizó análisis de RNAseq de hígado y corazón de estos animales, y se compararon 
las secuencias consenso expresadas, tanto para los genes codificados por el mtDNA como 
nDNA, determinando la probabilidad de identidad de estas secuencias. 
 
Las tres aproximaciones demostraron que el genoma nuclear no es distinguible entre las 
líneas conplásticas. 
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Figura I.3: Evaluación de la pureza nuclear entre los ratones conplásticos BL/6
C57
, BL/6
NZB
, 
NZB
NZB
, NZB
C57
. (A) RFLP: Análisis de las variaciones de 20 polimorfismos nucleares por RFLP. 
Cada uno de ellos localizados en cromosomas distintos. BL/6
C57
 y BL/6
NZB
 presentan el mismo patrón 
de corte, y NZB
NZB
 y NZB
C57
 el opuesto. (B) “Affimetrix® Mouse Diversity Genotypng Array”: 
comparación de cada línea con los SNPs homocigotos opuestos en las líneas parentales. Las líneas 
BL/6
C57
 con BL/6
NZB
 y NZB
NZB
 con NZB
C57
son muy semejantes entre sí, diferenciándose únicamente 
en un 0,1% de los SNPs homocigotos de las líneas parentales originales. (C) RNAseq: comparación 
de la secuencias consenso expresadas en hígado y corazón para los genes codificados por el nDNA, y 
determinación la probabilidad de identidad de estas secuencias. Árbol dendograma junto con la 
secuencia del exoma de 15 estirpes de ratón.  
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I.2 Ratones heteroplásmicos 
 
Los ratones heteroplásmicos son aquellos que presentan dos formas alélicas del mtDNA 
conviviendo en la misma célula. El grupo de investigación del Dr. Shoubridge en la Universidad 
de Montreal, es el pionero en la generación de este tipo de ratones (ratones Balb/cBalb/c-NZB) 
(Jenuth et al., 1997). En el año 2012, el grupo del Dr. Wallace corroboró el fenómeno de 
segregación selectiva del mtDNA tras la generación de ratones heteroplásmicos C57BL/6129-NZB 
(Sharpley et al., 2012). 
 
En nuestro laboratorio se generaron ratones heteroplásmicos con fondo nuclear C57BL/6J y 
contenido de mtDNA C57BL/6J y NZBOla/Hsd. Estos ratones proceden de la electrofusión de 
zigotos BL/6C57 con zigotos conplásticos BL/6NZB previamente enucleados (ver material y 
métodos). Respecto a trabajos anteriores, desde un punto de vista metodológico, la novedad no 
solamente radica en el fondo genético nuclear y mitocondrial utilizado, sino que además los 
zigotos electrofusionados en este procedimiento provienen de ratones conplásticos BL/6C57 y 
BL/6NZB y, por tanto, ambos mtDNAs han coexistido previamente en el mismo fondo nuclear 
(C57BL/6) descartando así posibles incompatibilidades entre el nDNA y mtDNA. 
 
En dos experimentos de enucleación-electrofusión paralelos se obtuvieron 9 animales 
heteroplásmicos BL/6BL/6-NZB con niveles de mtDNA NZB en cola comprendidos entre 9 y 67%. 
Las cuatro hembras obtenidas fueron usadas como reproductoras y fundadoras de la colonia 
mediante cruces continuos con machos C57BL/6J, y los niveles de heteroplasmia de todos los 
ratones obtenidos fueron analizados mediante la RFLP4276 (ver material y métodos). 
 
Con el objetivo de evaluar posibles factores implicados en la segregación del mtDNA, se 
generaron los ratones heteroplásmicos OMA1-/- (ver material y métodos). 
 
I.3 Ratones quiméricos mitocondriales 
 
Los ratones quiméricos mitocondriales se caracterizan por contener dos formas alélicas del 
mtDNA, pero, a diferencia de los ratones heteroplásmicos, las variantes de mtDNA están 
individualizadas en diferentes células; es decir, las células presentan una condición 
homoplásmica y los mtDNAs no se pueden confrontar entre sí. Hasta la fecha no se ha 
publicado ningún estudio en el cual se haga uso de este tipo de modelos animales. 
 
Mediante la agregación de embriones de 8 células (E8C) BL/6C57 con E8C BL/6NZB se 
generaron ratones quiméricos mitocondriales con un fondo genético nuclear C57BL/6 y con el 
mtDNA C57BL/6 y NZB (ver material y métodos).  Como el genoma nuclear de las células que 
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componen la quimera es idéntico, el quimerismo ha sido evaluado mediante la contribución de 
cada variante de mtDNA, con la RFLP 4276. 
 
Las quimeras mitocondriales sólo se pueden obtener mediante la agregación de embriones; 
ya que el ovocito (una sola célula) tiene normalmente condición homoplásmica.  
 
I.4 Características de los modelos animales 
 
En la primera década del 2000 aparecieron los primeros estudios con animales conplásticos 
(Roubertoux et al., 2003), principalmente por el grupo del Dr. Ibrahim de la Universidad de 
Rostock (Alemania), que generaron más de 16 líneas de ratones conplásticos en un fondo 
nuclear C57BL/6J (Yu et al., 2009). También se han desarrollado algunos estudios con ratas 
conplásticas (Houštek et al., 2012; Kumarasamy et al., 2013; 2010). Uno de los problemas mas 
importantes de esos estudios es la falta sistemática del análisis de la pureza nuclear. 
Recientemente se ha propuesto subsanar esta dificultad mediante técnicas de transferencia 
nuclear en oocitos de ratón (Fetterman et al., 2013). Propuesta  que, como veremos mas adelante 
en este trabajo, presenta el riesgo de quimerismo mitocondrial. Como novedad en nuestro 
trabajo, evaluamos por primera vez, por medio de análisis genéticos, la pureza nuclear de los 
ratones conplásticos y también hemos generado los ratones conplásticos en ambas direcciones, 
es decir, en ambos contextos nucleares.  
 
Con los análisis realizados podemos afirmar que las únicas diferencias a nivel génico 
existentes entre los ratones BL/6C57, BL/6NZB, BL/6C57-NZB y BL/6C57-BL/6NZB, y entre los ratones 
NZBNZB y NZBC57; se encuentran en el genoma mitocondrial. 
 
Las secuencias de mtDNA C57BL/6 y NZB difieren entre si en 91 nucleótidos. De los cuales 
14 provocan un cambio de aminoácido: 12 localizados en seis de las siete proteínas 
mitocondriales del Complejo I,  un cambio en Cyt b, y un cambio en la proteína del complejo 
IV mt-CoI. Además existen diferencias en 4 de los 22 tRNAs mitocondriales (Fenilalanina, 
Cisteína, Glicina y Arginina); y en el gen que codifica para el rRNA 16S. Por último, existen 
seis diferencias en la secuencia de la región de 1000pb denominada bucle de desplazamiento 
(D-loop) (Figura I.4).  
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Figura I.4: Diferencias entre el mtDNA C57BL/6 y el mtDNA NZB. Según las secuencias de 
referencia publicadas del mtDNA de C57BL/6J (NC_005089) y NZB/B1NJ (L07095). Las diferencias 
localizadas en el RNA mensajero (mRNA) han sido validadas con los resultados de RNAseq. 
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II. Implicaciones fenotípicas de las variantes del 
DNA mitocondrial 
 
II.A Implicaciones fenotípicas de las variantes de mtDNA in vivo en 
animales jóvenes 
IIA.1. Evaluación de la función mitocondrial  
 
Teniendo en cuenta los antecedentes (ver antecedentes y objetivos) la primera pregunta a 
responder fue: ¿Son las variantes de mtDNA C57BL/6 y NZB neutrales in vivo? (Battersby and 
Shoubridge, 2001); o por el contario ¿Las diferencias funcionales descritas en cíbridos 
mitocondriales son relevantes in vivo? (Moreno-Loshuertos et al., 2006). 
 
En un trabajo publicado en 2001 por el grupo del Dr. Soubridge describen que no existían 
diferencias en la capacidad respiratoria entre mitocondrias aisladas de hígados provenientes de 
ratones heteroplásmicos Balb/cBalb/c-NZB con alto (91-97%) y bajo (0%) contenido de mtDNA 
NZB respectivamente (Battersby and Shoubridge, 2001), concluyendo que las variantes de 
mtDNA Balb/c y NZB no promueven diferencias funcionales in vivo. Por ello, el primer 
experimento que realizamos fue medir el consumo de oxígeno y producción de ATP usando 
diferentes sustratos (piruvato/malato, glutamato/malto y succinato) en mitocondrias aisladas de 
hígados provenientes de ratones conplásticos de 8 semanas de edad: BL/6C57  y BL/6NZB (Figura 
II.1). Tampoco se encontraron diferencias significativas en la capacidad respiratoria 
mitocondrial entre los animales conplásticos, aunque el consumo de oxígeno es ligeramente 
menor en los animales BL/6NZB.  
 
 
 
Figura II.1: Función respiratoria 
mitocondrial en hígados de ratones 
BL/6
C57
 y BL/6
NZB
. Consumo de 
oxígeno y síntesis de ATP por 
mitocondrias aisladas de hígado, 
determinados mediante los sustratos 
pituvato/malato (Pir/mal), 
glutamato/malato (Glu/mal) y succinato 
(succ), y normalizada frente a los mg de 
proteína mitocondrial. Machos de 8 
semanas de edad, n=4. Las gráficas 
muestran la Media ±SEM.  
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En el estudio comparativo de las líneas celulares que contenían los mtDNA C57BL/6 y NZB 
se observó que existían diferencias en el rendimiento de OXPHOS, pero estaban enmascaradas 
por una inducción de la biogénesis mitocondrial debida a una mayor producción de ROS 
(Moreno-Loshuertos et al., 2006). Por ello, se midió en los ratones conplásticos el contenido de 
mtDNA relativo al nDNA en homogenados de hígado, y se determinaron los niveles de H2O2 
mitocondrial mediante la conversión de Mito B a Mito P (ver material y métodos). Ambos 
parámetros son significativamente superiores en los animales BL/6NZB (Figura II.2), es decir, 
hay una coincidencia entre mayor número de copias de mtDNA y mayor producción de ROS.  
 
En las células en cultivo, tras incubar las células con N-acetil cisteína (NAC), un precursor 
de glutatión, el número de copias de mtDNA se ecualizaba y se revelaban las diferencias en la 
capacidad respiratoria (Moreno-Loshuertos et al., 2006). Para verificar si este comportamiento 
tiene alguna relevancia in vivo, se administró en paralelo NAC en agua de bebida a un grupo de 
animales  BL/6C57 y BL/6NZB durante 8 semanas (desde las 4 semanas de edad hasta las 12). En 
primer lugar se analizó si la administración del NAC produce una disminución de la cantidad 
H2O2 mitocondrial en el hígado, y a continuación se midió el contenido de mtDNA y se analizó 
la respiración y la ratio de síntesis de ATP en mitocondrias aisladas de este órgano. 
 
 
 
In vivo, la administración de NAC reduce significativamente los niveles de H2O2 
mitocondrial en el hígado en los ratones BL/6NZB que correlaciona con una disminución en el 
número de copias de mtDNA, y en paralelo con una reducción en la respiración y síntesis de 
ATP (Figura II.2). Sin embargo en los ratones BL/6C57, la administración de NAC no parece 
Figura II.2: Biogénesis mitocondrial, producción de ROS, capacidad respiratoria y efecto del N-
acetil cisteína (NAC) en hígado de ratones BL/6
C57
 y BL/6
NZB
. Para el consumo de oxígeno y 
síntesis de ATP se utilizaron los sustratos piruvato/malato. Machos de 12 semanas de edad sin 
tratamiento (negro) y tras la administración de NAC, al 1% en agua de bebida durante 8 semanas 
(gris). Copias de mtDNA (n=6-12), H2O2 (n=6), Consumo de Oxígeno y Síntesis de ATP (n=6). Las 
gráficas muestran la Media ±SEM; (t-test, *p< 0.05). 
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tener efectos significativos en cuanto a la función mitocondrial hepática se refiere, si bien es 
cierto que se observa una leve disminución en el consumo de oxígeno. 
 
Con este experimento confirmamos in vivo los resultados publicados anteriormente por 
nuestro grupo, ponemos de manifiesto que las variantes de mtDNA C57BL/6 y NZB inducen 
diferencias en la función de la mETC, y revelamos que las variantes de mtDNA pueden inducir 
una susceptibilidad diferencial a compuestos de uso clínico común como el NAC. 
 
  
IIA.2 Evaluación de la ganancia de peso y actividad 
 
Con el primer experimento hemos revelado que las variantes sanas de mtDNA C57BL/6 y 
NZB promueven diferencias en la función mitocondrial in vivo. Pero el diferente rendimiento de 
OXPHOS está compensado con un aumento en la biogénesis mitocondrial mediado por una 
mayor producción de ROS. Por ello, quisimos evaluar si las diferencias funcionales descritas 
tienen alguna repercusión fenotípica en el individuo. 
 
Para explorar esta cuestión se evaluó la ganancia de peso, se registró el consumo de comida 
y bebida, y se evaluó la actividad de machos y hembras de las cuatro estirpes de ratón: BL/6C57, 
BL/6NZB, NZBNZB y NZBC57.  
 
Las líneas puras C57BL/6J (BL/6C57) y NZB/OlaHsd (NZBNZB), difieren considerablemente 
tanto en el tamaño como en el peso, siendo más grandes los animales NZB/OlaHsd. Sin 
embargo, la apariencia de los animales jóvenes con el mismo fondo nuclear y diferente mtDNA 
es prácticamente idéntica. Diez animales por género y línea fueron pesados a las 6 semanas de 
edad y se registró el peso semanalmente durante tres meses. En condiciones de alimentación ad 
libitum y con una dieta de mantenimiento, el cambio de mtDNA no parece afectar la ganancia 
de peso, ni en machos ni en hembras. (Figura II.3).  
  
 
In vivo, las variantes de mtDNA C57BL/6 y NZB inducen diferencias en la producción de 
ROS y en biogénesis mitocondrial, y un diferente rendimiento de OXPHOS. 
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Del mismo modo, cada semana se pesó la cantidad de comida suministrada y quitada, 
calculando la ingesta como la diferencia de ambos valores. No se encontraron diferencias 
significativas en la cantidad de comida ingerida entre animales conplásticos, pero cuando se 
comparó la conversión de gramos de comida ingerida respecto al peso ganado, se puso de 
manifiesto que los ratones con el mtDNA NZB presentaban mayor rendimiento en la conversión 
de comida en peso que sus líneas isogénicas para el nDNA (Figura II.4 A).  
 
 
 
Figura II.3: Aspecto general  y ganancia de peso en los ratones BL/6
C57
, BL/6
NZB
, NZB
NZB
 y 
NZB
C57
. Apariencia externa de un macho representativo de cada grupo a los 4 meses de edad.  
Evolución del peso hasta los 5 meses de edad en machos y hembras (n=10). 
Figura II.4: Ganancia de peso por gramo de comida ingerida y actividad en ratones BL/6
C57
, 
BL/6
NZB
, NZB
NZB
 y NZB
C57
. (A) Ganancia de peso respeto a la cantidad de comida ingerida en 
machos desde las 6 a  las 16 semanas de edad (n=10) (*p< 0.05, t-test). (B) Actividad medía por horas 
registrada durante 4 días en machos de 10 semanas de edad (n=10); la significación es respecto al área 
bajo la curva, (*p< 0.05, t-test). 
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En el registro de la actividad de los ratones a las 10 semanas de edad con el sistema 
“Physiocage” (Panlab), se advirtió que el ciclo circadiano estaba fuertemente influenciado por el 
fondo nuclear, siendo el periodo de actividad más largo en los animales con el fondo genético 
nuclear NZB. Además, se encontraron diferencias estadísticamente significativas en los valores 
de la actividad nocturna en función del mtDNA, independientemente del fondo nuclear y del 
género. Así, los ratones con el mtDNA C57 son más activos que los ratones con el mtDNA 
NZB (Figura II.4 B). 
 
 
IIA.3 Evaluación del perfil trasncriptómico  
 
Las variantes de mtDNA C57BL/6 y NZB promueven diferencias a nivel de la función 
OXPHOS, sin embargo las repercusiones fenotípicas en el individuo son casi inapreciables. Por 
ello, nuestro siguiente objetivo fue evaluar si las diferencias en la función mitocondrial eran 
detectadas a nivel celular mediante el estudio de la firma transcriptómica global utilizando la 
tecnología de RNAseq. Para ello se analizó hígado y corazón de 12 machos por estirpe 
(BL/6C57; BL/6NZB; NZBNZB y NZBC57) de 10 semanas de edad (ver material y métodos). 
 
La agrupación jerárquica de la matriz de distancias de la expresión de todos los genes 
detectados con el RNAseq (Figura II.5) reveló que aunque la firma de la expresión génica, 
como es de esperar, está principalmente determinada por el tejido y el origen nuclear de las 
líneas de ratones, existen cambios en el perfil transcriptómico global entre las líneas con el 
mismo fondo nuclear y diferente mtDNA. Es decir, las variantes de mtDNA C57BL/6 y NZB 
con el mismo fondo genético nuclear promueven una firma transcriptómica específica. 
 
El fondo genético nuclear (C57BL/6 vs. NZB) y el tejido (corazón vs. hígado) determinan el 
impacto del mtDNA en el número de genes diferencialmente expresados (Figura II.6). En 
ambos tejidos, el intercambio de las variantes de mtDNA tiene un mayor impacto en el fondo 
nuclear NZB. Por otro lado, el mtDNA tiene mayor impacto cuantitativamente en hígado que en 
corazón en el caso del fondo nuclear C57BL/6, pero sin embargo, en el fondo nuclear NZB las 
diferencias son mayores en corazón. 
 
En animales jóvenes, la apariencia externa y la ganancia de peso es similar entre los ratones 
conplásticos, pero hay indicios que apuntan a posibles diferencias metabólicas determinadas 
por el complemento mitocondrial.  
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Figura II.5: Análisis de RNAseq: Matriz de distancias del log2 de la expresión normalizada de los 
niveles promediados sobre todos los replicados por condición para todos los genes detectados usando 
RNA-Seq. La agrupación jerárquica de la matriz muestra diferencias transcriptómicas específicas por 
tejido, por DNA nuclear y por DNA mitocondrial.  
 
Figura II.6 Análisis de RNAseq: Diagramas de Venn de los genes diferencialmente expresados entre 
los animales conplásticos y sus líneas isogénicas para el nDNA para cada tejido. El tamaño de los 
círculos es proporcianal al número de genes diferencialmente expresados para cada comparación.  
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A continuación, se analizaron las funciones moleculares y celulares específicamente 
afectadas en cada comparación con el Ingenuity Pathway Analysis (IPA) (Figura II.7). En total 
28 funciones moleculares presentaron un enriquecimiento significativo al menos en alguna de 
las comparaciones. De las cuales 17 de ellas eran comunes en los cuatro casos, destacando el 
“metabolismo de carbohidratos y lípidos”, la “bioquímica de pequeñas moléculas”, la “muerte y 
supervivencia celular” y la “replicación, recombinación y reparación del DNA”. 
 
Otras funciones están específicamente alteradas en uno de los tejidos. Por ejemplo, en el 
hígado las funciones “síntesis de proteínas”, “metabolismo de aminoácidos”, “Ciclo celular” y 
“scavenger de radicales libres”, están significativamente enriquecidas en los animales 
conplásticos en ambos contextos nucleares. 
 
 
 
En conclusión, los datos del análisis del RNAseq revelan que las diferencias promovidas por 
las variantes de mtDNA C57BL/6 y NZB en la función OXPHOS son detectadas por el genoma 
nuclear regulando la expresión de genes implicados principalmente en el metabolismo de 
carbohidratos y lípidos. Pero además, el perfil transcriptómico se ve afectado por la 
combinación de mtDNA/nDNA y por el contexto celular. 
Figura II.7. Análisis de RNAseq:  Heatmap y agrupación jerárquica del enriquecimiento (log10 (BH-
p) en las funciones moleculares y celulares definidos por IPA para los cuatro grupos de genes 
diferencialmente expresados entre conplásticos y su línea isogénica para el nDNA.  El color amarillo 
corresponde a un enriquecimiento no significativo (B-H adjustado p-value=1) y el rojo muy 
significativo (B-H adjustado p-value<10-4) 
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IIA.4 Evaluación del perfil metabolómico  
 
Los datos presentados sugieren que el mtDNA influye en el estatus metabólico del hígado y 
corazón. Los cambios en la expresión génica pueden reflejar sólo una parte de la respuesta 
adaptativa a una combinación particular de nDNA/mtDNA, ya que pueden haber también 
modificaciones post transcripcionales o regulaciones alostéricas que no comprometan a la 
expresión génica. También podría ocurrir, que la respuesta transcripcitómica sea suficiente para 
adaptar la función del tejido a los diferentes genotipos de mtDNA, permitiendo a el organismo 
con el nDNA idéntico pero diferente mtDNA alcanzar un rendimiento metabólico 
indistinguible.  
 
Para explorar esta alternativa es más detalle, se determinó el perfil metabolómico en 
muestras de hígado y plasma de los ratones BL/6C57 y BL/6NZB. Se analizaron 6 animales macho 
de 12 semanas de edad por grupo, y se detectaron un total de 313 y 287 metabolitos en hígado y 
plasma respectivamente (ver material y métodos). 
 
En primer lugar, se realizó un análisis discriminante de mínimos cuadrados parciales (PLS-
DA) del perfil bioquímico de los 197 metabolitos detectados comunes a hígado y plasma. 
Ambas matrices mostraron un agrupamiento significativo entre hígado y plasma, y también 
entre los animales BL/6C57 y BL/6NZB.. Además, los análisis de PLS-DA incluyendo todos los 
metabolitos detectados para cada matriz, confirman el agrupamiento en función del mtDNA 
tanto en hígado (313 metabolitos) como en plasma (287 metabolitos), revelando que el mtDNA 
tiene un impacto en los niveles de los metabolitos celulares (Figura II.8). 
 
 
Diferentes combinaciones del nDNA/mtDNA inducen una modulación transcriptómica 
celular en el hígado y corazón. 
 
Figura II.8 PLS-DA Metabolómica. Análisis discriminante de mínimos cuadrados parciales (PLS-
DA) del panel de metabolitos de los animales conplásticos. Izquierda: metabolitos comunes en hígado 
y plasma. Centro: todos los metabolitos detectados en hígado. Derecha: todos los metabolitos 
detectados en plasma. 
   Resultados: Implicaciones fenotípicas del mtDNA 
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Un total de 23 metabolitos en hígado y 25 en plasma son los responsables del agrupamiento 
en el PLS-DA de los animales conplásticos, y se observó que estos metabolitos indicaban la 
alteración de, principalmente, tres procesos: el metabolismo del glutatión, el metabolismo de 
lípidos y membranas y el metabolismo relacionado con la digestión y absorción de nutrientes 
(Figura II.9). Para confirmar está observación, se realizó análisis de enriquecimiento de 
metabolitos (MSEA) (ver material y métodos). 
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Metabolismo del Glutatión (Figura II.10) 
 
La mayoría de los compuestos involucrados en el metabolismo del glutatión pudieron ser 
cuantificados, revelando un enriquecimiento tanto en el hígado como en el plasma de los 
animales BL/6NZB. Los niveles relativos del glutatión oxidado (GSSG) y reducido (GSH) son 
muy similares entre ambas líneas de ratón. Sin embargo, el oftalmato, un compuesto generado 
por la misma enzima que sintetiza el glutatión y que sirve como lectura de la biosíntesis de GSH 
(Soga et al., 2006), está significativamente incrementado en el hígado y plasma de los animales 
BL/6NZB. Por otra parte, los niveles de los γ-glutamil-aminoácidos, tanto en suero como en 
hígado, están incrementados en el grupo de los animales BL/6NZB, lo cual indicaría una mayor 
actividad de la γ-glutamil-transferasa (GGT), enzima responsable de la degradación del 
glutatión. Por lo tanto, en los animales BL/6NZB, hay un incremento simultáneo tanto de los 
metabolitos de la síntesis como de la degradación del glutatión, lo que sugiere una mayor 
actividad y recambio del mismo, indicando una mayor actividad de los mecanismos de defensa 
de ROS. Esta suposición, se ve reforzada por la detección de menores niveles de 12,13-
hidroxioctadec-9(Z)-enoato, un producto de peroxidación lipídica, en los animales BL/6NZB.  
 
Metabolismo de lípidos y membranas (Figura II.11) 
 
Como se ha señalado, en el análisis de PLS-DA destacan componentes relacionados con el 
metabolismo de lípidos y membranas, incluyendo moléculas relacionadas con la señalización y 
regulación de lípidos (campesterol y 3-aminoisobutirato) (Roberts et al., 2014) y un gran 
número de ácidos grasos y lisolípidos. El análisis de MSEA refuerza la observación de que el 
contenido de fosfolípidos en el hígado está significativamente afectado por el mtDNA, 
sugiriendo un aumento en el metabolismo de lípidos en los animales BL/6NZB. 
 
Metabolismo de ácidos biliares y componentes de la ingesta (Figura II.11) 
 
Una diferencia muy interesante entre las dos estirpes de ratones, es la alteración de los 
niveles de ácidos biliares y componentes xenobióticos en plasma e hígado. Los ácidos biliares 
son críticos en la absorción intestinal de nutrientes, en particular de lípidos y xenobióticos, y 
también juegan un papel crítico en el metabolismo y en la homeostasis hepática. Los análisis de 
MSEA revelan un enriquecimiento significativo de los metabolitos biliares en el hígado de los 
(en la página anterior) Figura II.9. Metabolitos y rutas metabólicas relevantes en el PLS-DA. 
Listado de los metabolitos que contribuyen más al PLS-DA en hígado (L) y plasma (P) agrupados por 
funciones celulares. La lista de metabolitos ha sido revalidada y sólo los metabolitos presentes en más 
del 50% de las interacciones han sido considerados. El color bajo el nombre bioquímico indica 
metabolitos que actúan como potenciales marcadores de las rutas metabólicas indicadas. En el análisis 
de PLS-DA están enriquecidos compuestos implicados en el metabolismo del glutatión, de 
fosfolípidos y  en procesos de digestión/absorción.  
   Resultados: Implicaciones fenotípicas del mtDNA 
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animales BL/6NZB, y de componentes de la ingesta tanto en el hígado como en plasma. Lo cual 
sugiere diferencias globales metabólicas en la absorción intestinal entre los animales BL/6C57 y 
BL/6NZB. 
 
 
Figura II.10: Metabolismo del Glutatión. En la parte superior se muestra un esquema del 
metabolismo del glutatión. En la parte inferior derecha, heat-map mostrando todos los metabolitos 
implicados en el metabolismo de GSH teniendo en cuenta si son relevantes o no en el PLS-DA. El 
código de color representa el log fold change de (BL6NZB/BL6C57); negro: no detectado; blanco: no 
hay cambios (log fc=1); rojo: tendencia de enriquecimiento en las muestras BL/6NZB (log fc>1); 
amarillo: tendencia a la disminución en las muestras BL/6NZB (log fc<1) y negro: no detectado.  En la 
parte inferior izquierda se muestra el MSEA y la estimación significativa del FDR. 
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En resumen, el perfil metabolómico indica claros efectos del genoma mitocondrial en el 
metabolismo de carbohidratos y lípidos, de xenobióticos y anti-oxidante. Estos efectos podrían 
tener un impacto significativo en un gran número de procesos fisiológicos, como son la 
Figura II.12. Metabolismo de fosfolípidos, ácidos biliares y componentes de la ingesta. Heat-
maps mostrando todos los metabolitos implicados en el metabolismo de ácidos biliares y xenobióticos 
(parte superior) y metabolismo de fosfolípidos (inferior) teniendo en cuenta si son relevantes o no en 
el PLS-DA. El código de color representa el log fold change de (BL6NZB/BL6C57); negro: no 
detectado; blanco: no hay cambios (log fc=1); rojo: tendencia de enriquecimiento en las muestras 
BL/6NZB (log fc>1); amarillo: tendencia a la disminución en las muestras BL/6NZB (log fc<1).  En la 
parte derecha la estimación significativa del FDR tras el MSEA en hígado y plasma. 
 
   Resultados: Implicaciones fenotípicas del mtDNA 
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inflamación, el estrés oxidativo y el metabolismo energético. Por lo tanto, la firma 
metabolómica indica que la respuesta transcriptómica es insuficiente para prevenir las 
consecuencias metabólicas de diferentes combinaciones de nDNA/mtDNA, y por tanto el 
haplotipo de mtDNA puede afectar la actividad metabólica basal. 
 
IIA.5 Evaluación de las implicaciones del mtDNA en el metabolismo de 
carbohidratos y ácidos grasos 
 
Los datos de metabolómica reflejan diferencias en el metabolismo del glutatión entre los 
animales BL/6C57 y BL/6NZB que correlacionan con la mayor producción de H2O2 mitocondrial 
en los animales BL/6NZB (apartado II.1). Pero a pesar de que tanto los análisis de 
transcriptómica como de metabolómica sugieren que el metabolismo de carbohidratos y lípidos 
es diferente entre los animales BL/6C57 y BL/6NZB, no se han observado diferencias en la 
ganancia de peso  en las condiciones de mantenimiento de los ratones (i.e. alimentación ad 
libitum), aunque si que hay datos que apuntan a modestas diferencias en la eficiencia de 
conversión del alimento en peso (apartado II.2).  
 
Por ello, se forzó la utilización de lípidos sustituyendo la dieta común de mantenimiento 
(donde el 61% de las kcal están aportadas por carbohidratos, el 17% por grasa y el 22% por 
proteína) por una dieta rica en grasa (20% carbohidratos, 60% grasa y 20% proteína). Un grupo 
de 8 animales por estirpe (BL/6C57 y BL/6NZB) fueron alimentados con dieta grasa desde el 
destete, y se siguió la evolución del peso semanalmente durante tres meses. Observamos que 
con una dieta alta en grasa, los ratones BL/6C57 tienen una ganancia de peso mucho más acusada 
que los BL/6NZB, aunque después de tres meses con esta dieta ambas líneas de ratón llegan a 
alcanzar el mismo peso. 
 
Se sacrificó un grupo de tres animales de 8 semanas de edad, por dieta y estirpe, tras dos 
semanas con un dieta grasa o convencional, y se realizaron cortes histológicos del tejido 
adiposo blanco para cuantificar el tamaño de los adipocitos, que es significativamente mayor en 
los ratones BL/6NZB  alimentados con la dieta de mantenimiento. Sin embargo, tras dos semanas 
con dieta grasa, el tamaño de los adipocitos era significativamente superior en los animales 
BL/6C57. 
 
Estos resultados sugieren que, tal como apuntan los datos de metabolómica y 
transcriptómica, el mtDNA induce diferencias en el metabolismo de lípidos y carbohidratos que 
se acentúan al forzar la utilización de ácidos grasos mediante una dieta alta en grasa. 
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IIA.6 Discusión (1) 
 
La función OXPHOS está determinada por la asociación e interacción entre las proteínas 
codificadas por el mtDNA y el nDNA. Por  lo tanto diferentes combinaciones, desencadenaran 
consecuencias funcionales características, fenómeno que denominamos mismatch intrínseco. 
Además, como hemos discutido en la introducción, la mETC es un sistema dinámico y versátil 
tanto desde un punto de vista funcional como estructural, así que el resultado de la interacción 
de ambos genomas también dependerá de la función que tiene que desempeñar la mitocondria, 
Figura II.13. Alimentación con HFD. (A) Evolución del peso en ratones macho BL/6
C57
 y BL/6
NZB
, 
(n=8) durante tres meses, alimentados ad libitum con la dieta control 5K67 LabDiet® (Chow) y la 
dieta alta en grasa D12492 Open Source Diets® (HFD). Media±S.E.M. (B) Cuantificación del área de 
los adipocitos del tejido adiposo blanco epididimal, en machos de 8 semanas tras 2 semanas con dieta 
grasa y normal. (n=3). Imagen de microscopía representativa de la grasa epididimal de los animales 
teñida con hematoxilina-eosina. (Media±S.E.M *p<0,05, t-test) 
 
   Resultados: Implicaciones fenotípicas del mtDNA 
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específica de tejido e influida por factores ambientales. En este primer capítulo, hemos puesto 
de manifiesto experimentalmente la hipótesis de que el doble origen de los complejos 
respiratorios da lugar a un amplio rango de alternativas con diferentes rendimientos, y que una 
diferencia genética primaria (introducción del haplotipo de mtDNA NZB en un fondo nuclear 
C57BL/6 o del mtDNA C57BL/6 en un fondo nuclear NZB), genera una respuesta 
trancriptómica y metabólica específica.  
 
En 2006, con la publicación del trabajo de la Dra. Dª. Raquel Moreno-Loshuertos, se sembró 
una nueva idea: detrás de una aparente igualdad en la capacidad respiratoria de células con 
diferentes variantes de mtDNA, subyace una adaptación celular diferencial. 
 
Por ello, proponemos que una combinación de nDNA/mtDNA desencadenará una 
señalización específica que desencadenará un ajuste metabólico celular para dicha combinación. 
La típicas señales de la actividad de la función mitocondrial descritas en la literatura son: las 
proporciones de los pares NAD+/NADH, AMP/ATP, ADP/ATP, los niveles de acetil-CoA o los 
niveles de ROS. En este trabajo, hemos demostrado in vivo que los ROS pueden actuar como 
señalizadores de la función mitocondrial desencadenando una adaptación celular como es el 
aumento de la biogénesis mitocondrial, que ecualiza la función respiratoria en el hígado entre 
ratones conplásticos.  
 
Se ha descrito que estas moléculas de señalización mitocondrial son capaces de regular la 
función OXPHOS mediante el control de procesos de transcripción de genes nucleares, 
modificaciones postraduccionales o efectos alostéricos en determinadas enzimas. Con los 
resultados del RNAseq, hemos demostrado que ante diferentes combinaciones de 
nDNA/mtDNA, se produce una firma transcriptómica específica, que conlleva una expresión 
diferencial de genes involucrados principalmente en el metabolismo lipídico y de carbohidratos, 
demostrando así que las variantes de mtDNA murinas NZB y C57BL/6J en el mismo fondo 
nuclear, generan un estatus metabólico celular diferente.  
 
Esta señalización específica desencadena una serie de procesos de adaptación y de ajuste 
para la optimización de la función OXPHOS, como es el aumento de la biogénesis mitocondrial. 
Pero además, los datos de metabolómica sugieren una regulación de la actividad basal de 
numerosas enzimas (i.e 12-LOX, PLA2, GATM o GGT) relevantes en diferentes procesos 
como el metabolismo de lípidos o la respuesta al estrés oxidativo. La función OXPHOS también 
puede ser optimizada mediante la regulación de las fuentes de carbono utilizadas para obtener 
los equivalente de reducción. Además, las diferencias en los niveles de ácidos biliares y 
compuestos procedentes de la dieta, apuntan hacia una absorción diferencial de nutrientes entre 
los animales conplásticos. 
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En conclusión, en condiciones no patológicas, la función OXPHOS, determinada por el 
ajuste estructural y funcional de las proteínas codificadas por ambos genomas, desencadenará 
una cascada de señalización que permite una adaptación y ajuste celular enmascarando posibles 
diferencias fenotípicas causadas por variantes de mtDNA. Dicha adaptación implica 
modificaciones en procesos en los que el sistema OXPHOS juega un papel clave, como es el 
uso de nutrientes, el metabolismo energético y la producción/defensa de ROS. 
 
 
 
  
Modelo I: Consecuencias fenotípicas promovidas por variantes de mtDNA. (Ver texto). 
   Resultados: Implicaciones fenotípicas del mtDNA 
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II.B Implicaciones fenotípicas de las variantes de mtDNA in vivo en 
animales adultos 
 
El simple cambio del mtDNA (C57BL/6) por otra variante natural distinta (NZB) es 
suficiente para inducir cambios medibles en la función mitocondrial. Son diferencias modestas, 
que no inducen patología, pero que son capaces de desencadenar una respuesta transcriptómica 
y metabolómica celular específica y detectable, es decir, afecta la actividad metabólica basal.  
 
Así que, centrándonos en los animales BL/6C57 y BL/6NZB, nos propusimos evaluar si las 
diferencias en la funcionalidad de OXPHOS junto con sus implicaciones en el metabolismo 
celular tienen alguna relevancia en el mantenimiento de la homeostasis del organismo a lo largo 
de la vida del animal. 
IIB.1 Valoración de la evolución del peso y signos fenotípicos 
 
Se registró mensualmente el peso de 12 machos BL/6C57 y BL/6NZB respectivamente, desde el 
destete hasta los 16 meses de vida. De nuevo, no se encontraron diferencias en la ganancia de 
peso entre los animales conplásticos durante los 4 primeros meses de vida. Sin embargo, 
observamos que cuando se detiene el crecimiento de los animales (alrededor de los 5-6 meses), 
el peso se estabiliza en valores significativamente diferentes en las distintas estirpes de ratón. En 
la edad adulta, los animales BL/6C57 pesan una media de 4-6 gramos más que los animales 
BL/6NZB (Figura II.14).  
 
 
Figura II.14: Evolución del peso en 
un grupo de 12 machos BL/6
C57
 y 
BL/6
NZB
 desde el destete hasta los 15 
meses de edad. Y de un grupo de 5 
animales por genotipo hasta los 24 
meses de edad.  
Media±S.E.M, (*p<0,05, t-test) 
 
 
Se añade una foto representativa de un 
grupo de animales de cada estirpe a 
los 300 y 600 días de edad. 
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A partir de los 20 meses de edad aproximadamente, los animales de estas líneas de ratón en 
las condiciones de estabulación descritas (ver material y métodos) empiezan a manifestar signos 
evidentes generales de envejecimiento y deterioro, como son alopecia, cifosis, glaucomas, 
prolapso rectal y perdida de peso entre otros. 
 
Desde los 16 meses de edad, se hizo un seguimiento de la aparición de signos de 
envejecimiento en un grupo de 5 ratones macho BL/6C57 y BL/6NZB. Cuando los animales 
estuvieron cerca de su vida máxima (24 meses de edad), se sacrificaron y se evaluaron 
marcadores fenotípicos de envejecimiento obteniendo un índice fenotípico tal y como había sido 
propuesto por el grupo del Dr. Larsson (Ross et al., 2013). Para ello tuvimos en cuenta la 
alopecia, la cifosis, el pelo canoso y la reducción de peso (Figura II.15). Además se añadió un 
nuevo parámetro que denominamos “lesiones diagnosticadas a la necropsia” ya que cuatro de 
los cinco animales BL/6C57 presentaban múltiples lesiones internas que sugerían la presencia de 
neoplasias hematopoyéticas como el sarcoma histiocitario y se ha descrito que son comunes en 
animales C57BL/6J asociadas con el envejecimiento (Pettan-Brewer and Treuting, 2011). 
Podemos concluir que el índice fenotípico de envejecimiento es significativamente mayor en los 
animales BL/6C57 a la edad de 24 meses (Figura II.15). 
 
 
Figura II.15: (A) Apariencia general, evolución del peso y lesiones encontradas durante la necropsia 
en los animales BL/6
C57
 y BL/6
NZB
 a los 2 años de edad. (B) Cálculo del marcador fenotípico de 
envejecimiento. Media±S.D. (*p<0,05, t-test). 
   Resultados: Implicaciones fenotípicas del mtDNA 
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IIB.2 Evaluación de aspectos metabólicos  
 
Llama la atención la cantidad de estudios que asocian las variantes de mtDNA en humanos 
con numerosas enfermedades metabólicas caracterizadas por la desregularización de nutrientes, 
como son la obesidad (Nardelli et al., 2013; Yang et al., 2011) o la diabetes tipo II (Poulton et 
al., 2002).  
 
Las diferencias en la evolución del peso entre los ratones conplásticos nos permiten asociar 
las variantes de mtDNA C57BL/6 y NZB con la predisposición, con la edad y tras la 
administración de una dieta con alto contenido de grasa,  a desarrollar obesidad, reforzando la 
conclusión de que el metabolismo de lípidos está fuertemente influenciado por el haplotipo de 
mtDNA. Como indicador metabólico de obesidad, a las edades de 2 y 12 meses, se midieron los 
niveles de colesterol total, HDL y LDL en el plasma de ratones BL/6C57 y BL/6NZB alimentados 
con una dieta de mantenimiento. A los dos meses de edad, los niveles de los tres parámetros 
estaban ligeramente aumentados en los ratones BL/6NZB; sin embargo, a los 12 meses, en 
correlación con el aumento de peso, los animales BL/6C57  tenían significativamente 
incrementados los niveles de colesterol total, HDL y LDL.  
 
 
 
Un signo característico asociado con el envejecimiento es la desregulación de la detección de 
nutrientes (López-Otín et al., 2013). Un ejemplo claro de este signo de desregulación con la 
edad, es la tolerancia a la glucosa. Tanto en ratones como en humanos se ha relacionado el 
El peso en la edad adulta se estabiliza en valores significativamente diferentes en los ratones 
BL/6C57 y BL/6NZB. Además, las características fenotípicas de los animales a los dos años de 
edad sugieren la existencia de un impacto del mtDNA en el envejecimiento.  
Figura II.16: Colesterol total, HDL y LDL en plasma. Machos BL/6C57 y BL/6NZB de 2 meses 
(n=8) y de 12 meses (n=12) Media±S.E.M, (*p<0,05, t-test). 
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envejecimiento con un aumento en los niveles de insulina y una pérdida progresiva de la 
capacidad de eliminación de glucosa, lo cual puede llegar a desencadenar una diabetes tipo II. 
Además, como la etiología de la diabetes tipo II tiene una base genética relevante, hay estudios 
epidemiológicos que relacionan haplotipos mitocondriales humanos con la aparición de este 
trastorno (Poulton et al., 2002), aunque sigue habiendo mucha controversia sobre la 
significación de estas asociaciones (Chinnery et al., 2007).  
 
Para evaluar si las variantes de mtDNA C57BL/6 y NZB promueven diferencias en la 
homeostasis de la glucosa, nos centramos en un grupo de animales de 14 meses de edad. No se 
encontraron diferencias en los niveles de glucosa en sangre en animales no ayunados o 
sometidos a un ayuno de 6 horas, sin embargo tras 16 horas de ayuno, los animales BL/6C57 
presentaban niveles de glucosa en sangre significativamente superiores a los de animales 
BL/6NZB. Este dato sugirió que existen diferencias en la eliminación de glucosa entre los ratones 
conplásticos a los 14 meses de edad. Para evaluar esta hipótesis, realizamos el test de tolerancia 
a la glucosa en animales ayunados 6 y 16 horas. En ambas situaciones la eliminación de glucosa 
era más lenta en los animales con el mtDNA C57BL/6 (Figura II.17). 
 
 
 
Figura II.17: Evaluación de la homeostasis de glucosa en machos de 14 meses de edad. (A) 
Niveles de glucosa en sangre en un mismo grupo  de animales, sin ayunar y con 6 y 16 horas de ayuno 
(n=7). (B) Test de tolerancia a la glucosa tras 16 horas de ayuno, e inyectando 2g/kg de glucosa (n=7). 
(C) Significación del área bajo la curva del test de tolerancia a la glucosa, tras 6 y 16 horas de ayuno. 
(n=7). (D) Niveles de insulina en plasma tras un ayuno de 16 horas (n=10) p=0.0505. (E) Cálculo del 
índice HOMA-IR en ayunas (n=10). Media±S.E.M, (*p<0,05, t-test). 
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Por último, para determinar si la disminución en la velocidad de eliminación de glucosa en 
los ratones BL/6C57 se debía a  una mayor resistencia a la insulina, se calculó el índice HOMA-
IR (modelo homeostásico de evaluación de la resistencia a insulina), mediante la ratio de los 
niveles de insulina y glucosa tras 16 horas de ayuno. Los ratones BL/6C57 presentaban mayores 
niveles sanguíneos de insulina y un valor significativamente mayor del índice HOMA-IR 
(Figura II.17). 
 
 
 
IIB.3 Estudio de la evolución de la función mitocondrial con la edad  
 
Estudios en numerosas especies evidencian que la eficiencia de la cadena respiratoria tiende 
a disminuir con la edad, lo cual implica un incremento en la fuga de electrones, mayor 
producción de ROS y una reducción en la capacidad de síntesis de ATP. Por ello se ha 
establecido el parámetro de disfunción mitocondrial como uno de los 9 signos que definen el 
envejecimiento (López-Otín et al., 2013). Así, nuestro siguiente objetivo fue estudiar si existían 
diferencias en la función mitocondrial, entre los animales conplásticos BL/6C57 y BL/6NZB a 
distintas edades, que pudiesen correlacionar con el incremento de los signos de envejecimiento 
observados en los ratones BL/6C57. Para ello se evaluó la capacidad respiratoria y la producción 
de ROS mitocondrial a distintas edades. 
 
En primer lugar, se midió el consumo de oxígeno y producción de ATP en mitocondrias 
aisladas de hígados provenientes de ratones de 4, 21, 65, 115, 280 y 670 días de edad, 
respectivamente. Por razones meramente técnicas (se necesitan mitocondrias frescas y 
funcionales, ver material y métodos) se evaluó sólo una de las edades por experimento, con 4 
animales macho por línea.  
 
No se encontraron diferencias en la capacidad respiratoria entre los animales conplásticos a 
las edades de 21, 65 y 115 días. Sin embargo en animales de 280 y 670 días, las mitocondrias 
procedentes de los animales con mtDNA NZB presentaban mejor rendimiento. Por el contario, 
en animales de tan solo 4 días de edad, las mitocondrias con el mtDNA C57 presentan mayor 
capacidad respiratoria (Figura II.18A). 
 
Con este experimento ponemos de manifiesto que las variantes de mtDNA C57BL/6 y NZB 
tienen un impacto significativo en la evolución del rendimiento de OXPHOS con la edad. Para 
completar el estudio, se analizó en el mismo experimento el consumo de oxígeno en 
mitocondrias hepáticas aisladas de un animal de cada línea y edad (21, 56, 84 y 350 días). Se 
El desarrollo de obesidad, la eliminación de glucosa y la señalización de la insulina en 
animales adultos, están significativamente influenciados por la variante de mtDNA. 
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observó que la capacidad respiratoria de las mitocondrias con el mtDNA NZB es similar en 
todas las edades analizadas, mientras que en el caso del mtDNA C57BL/6 se produce una 
disminución de la capacidad respiratoria mitocondrial con la edad (Figura II.18B). 
 
 
 
Además, en concordancia con los resultados de la capacidad OXPHOS, los ratones con el 
mtDNA C57BL/6 presentan un aumento de la producción de H2O2 con la edad. Por el contrario 
los niveles de H2O2 en los animales BL/6NZB se mantenían constantes, pese a que presentaban 
mayores niveles a edades tempranas (Figura II.18C). 
 
 
IIB.4 Análisis de la evolución de la longitud telomérica  
 
La acumulación de daño en el DNA con la edad parece que afecta al genoma de forma 
aleatoria, sin embargo, hay algunas regiones cromosómicas, como los telómeros, que son 
particularmente susceptibles al deterioro relacionado con la edad (Vera et al., 2012).  Tanto en 
Las variantes de mtDNA C57BL/6 y NZB tienen un impacto destacable en la evolución del 
rendimiento de OXPHOS con la edad. 
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humanos como en ratones se ha observado un acortamiento de telómeros con el envejecimiento 
natural. Para estudiar el alcance de las variantes del mtDNA y su papel en el envejecimiento 
natural decidimos evaluar la longitud telomérica en los ratones conplásticos. 
 
Para ello se midió la longitud telomérica en folículos pilosos en animales de 12 y 24 meses 
de edad. En animales de un año de edad la media relativa de la longitud de los telómeros resultó 
un 11% más larga en los animales BL/6C57 (212.7±0.98) que en los BL/6NZB (188.52±1). Sin 
embargo las diferencias se invirtieron a los dos años de edad, cuando la media de la longitud 
telomérica es ligeramente superior en los animales BL/6NZB (170.34±0.7) que en los BL/6C57 
(162.47±1.7). (Figura II.19). 
 
Figura II.19: Longitud de telomeros en células del folículo piloso en ratones BL/6
C57
 y BL/6
NZB
. 
Animales de 1 año de edad (n=6) y 2 años (n=5). (A) Q-FISH histograma mostrando la frecuencia de 
la fluorescencia de los telómeros. Se indica la media de la fluorescencia de los telómeros y la SD. (B) 
El panel muestra el porcentaje de células con una longitud telomérica determinada. (C) Reducción 
media de la longitud telomérica entre los animales de 1 año y 2 años. (D) Porcentaje de células con 
telómeros largos (>250 a.u.). (E) Porcentaje de células con telómeros cortos (<150 a.u). 
Wilcoxon’s ram sum (A), t-test (C, D y E) (*p<0,05). 
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Es decir, a la edad de un año los animales BL/6NZB presentan una media de la longitud 
telomérica en las células del folículo piloso menor que los animales BL/6C57. Sin embargo, los 
animales BL/6C57 sufren una reducción de la longitud telomérica más dramática desde el año a 
los dos años de edad. 
 
La evolución de la longitud telomérica en el folículo piloso refuerza las observaciones 
anteriores que sugieren que el haplotipo del mtDNA NZB cuando se enfrenta a un fondo nuclear 
C57BL/6 promueve una mejor calidad del envejecimiento con respecto al mtDNA C57BL/6.  
 
IIB.5. Discusión (2) 
 
Los cambios en la actividad metabólica observados en los animales jóvenes (apartado IIA) 
se manifiestan fenotípicamente en los animales adultos. Las diferencias fenotípicas encontradas 
entre animales conplásticos adultos son muy llamativas: pérdida de la función mitocondrial, 
incremento en la producción de ROS, propensión a la obesidad, regulación de los niveles de 
glucosa e insulina y mantenimiento de la longitud telomérica. Todo ello sumado al aspecto 
externo (pérdida de peso, alopecia, pelo grisáceo, cifosis y aparición de tumores), nos conduce a 
asociar las variantes de mtDNA con el envejecimiento. Además, en poblaciones humanas se han 
realizado varios estudios epidemiológicos que asocian ciertos haplotipos de mtDNA con un 
incremento de la longevidad, así como con la penetrancia de diferentes enfermedades 
degenerativas (Collerton et al., 2013; Ridge et al., 2012; Tranah et al., 2012). 
 
El envejecimiento se caracteriza por una perdida de la función, causada por una acumulación 
de daño inespecífico celular de una manera dependiente de la edad (Vijg and Campisi, 2008). 
Desde un punto de vista genérico se podría decir que la calidad del envejecimiento estará 
condicionada por los factores intrínsecos (genes), que determinan tanto el estatus inicial del 
daño como de los sistemas de reparación del mismo (Trifunovic et al., 2004; Varela et al., 
2005), y por factores extrínsecos (ambientales), que determinan la velocidad en la acumulación 
de daño y de la pérdida de la capacidad de reparación o regeneración. Si retomamos el concepto 
de “mismatch nDNA/mtDNA”, queda implícito que es una propiedad intrínseca individual 
determinada por la combinación del genoma nuclear y mitocondrial tras la fecundación. Hemos 
trabajado con animales cuyo genoma nuclear es idéntico, y bajo las mismas condiciones de 
estabulación y cría (es decir, mismos factores ambientales), sin embargo la calidad del 
envejecimiento es diferente entre los animales. Por eso, proponemos que el mismatch 
nDNA/mtDNA es otro factor intrínseco que interviene en la calidad de envejecimiento (Modelo 
II). 
 
   Resultados: Implicaciones fenotípicas del mtDNA 
 
 137 
 
 
Pero, ¿cuáles son los mecanismos por los cuales un determinado mismatch puede mejorar la 
calidad del envejecimiento?  
 
El ajuste estructural y funcional del nDNA/mtDNA determina el balance y concentración de 
numerosos metabolitos claves celulares (ATP, NAD, FAD, AMP…), así como la producción de 
ROS. Estos son los factores que han conectado la función/señalización mitocondrial con el 
envejecimiento (Gomes et al., 2013; Houtkooper et al., 2013; Kujoth et al., 2005; Mitchell et al., 
2014; Mouchiroud et al., 2013; Ross et al., 2013; Trifunovic et al., 2004). En la combinación 
específica de nDNA/mtDNA estudiada en este trabajo, la diferencia genética primaria 
(introducción del haplotipo del mtDNA NZB en el fondo nuclear C57BL/6) genera un leve 
empeoramiento en la respiración y en la capacidad de síntesis de ATP, acompañado por una 
ligero aumento en los niveles de ROS; sin embargo, la actividad mitocondrial es más eficiente 
en la edad adulta, y los niveles de ROS no se incrementan. 
 
A lo largo de los últimos años ha ido ganado peso la propuesta de “respuesta hormética al 
estrés”; es decir, la aplicación de niveles moderados de estrés pueden conllevar efectos 
beneficiosos y la activación de rutas adaptativas de defensa frente a dicho estrés, que pueden 
llegar a prolongar la vida del individuo (Yun and Finkel, 2014). En S. Pombe (Zuin et al., 
2010), C. Elegans (Cantó et al., 2012) y D. Melanogaster (Owusu-Ansah et al., 2013), se ha 
visto que deficiencias mitocondriales leves inducen longevidad, y, aunque aun no están claros 
los mecanismos que la regulan, a este fenómeno se le conoce como “Mitohormesis”. Una de las 
teorías apuntan a que un desequilibrio entre las proteínas mitocondriales y nucleares (Gomes et 
al., 2013; Houtkooper et al., 2013), es uno de los orígenes de la respuesta adaptativa celular 
desencadenando: (i) la UPRmt (Mitochondrial Unfolding Protein Response) como una de las 
posibles respuestas adaptativas para mantener la proteostasis (Jovaisaite et al., 2014) y/o (ii) la 
Modelo II.  
Factores intrínsecos 
que condicionan la 
aparición de signos del 
envejecimiento 
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inducción transcripcional de factores de crecimiento insulínicos (IGF), que antagoniza la 
señalización de la insulina y facilita la mitofagia aumentando la biogénesis de lisosomas 
(Owusu-Ansah et al., 2013). Los últimos estudios apuntan a que una activación de la UPRmt a 
edades jóvenes debido a un desequilibrio leve entre las proteínas nucleares y mitocondriales 
tiene un efecto beneficioso en la calidad de envejecimiento y en la longevidad (Mouchiroud et 
al., 2013). 
 
Los ratones conplásticos suponen un sistema perfecto para estudiar, sin ningún tipo de 
modificación externa, ya sea farmacológica o genética, la relevancia del equilibrio entre las 
proteínas mitocondriales y nucleares en el envejecimiento, ya que enfrentando el mismo fondo 
nuclear a diferentes variantes de mtDNA obtenemos combinaciones especificas no patológicas 
que definirán un determinado grado de mismatch.y por tanto un balance celular metabólico 
determinado. 
 
En nuestro modelo hemos visto que, en edades jóvenes, los animales BL/6NZB presentan una  
producción de ROS mitocondrial mayor que los animales BL/6C57, y un incremento en la 
biogénesis mitocondrial que permite igualar a los segundos en cuanto a la funcionalidad 
mitocondrial se refiere.  Sin embargo, estos niveles basales de ROS más elevados no parecen 
promover daño oxidativo. Los datos de la transcriptómica y metabolómica  del hígado sugieren 
que un aumento en la expresión de las defensas antioxidantes pueden aminoran el daño 
oxidativo. En los ratones BL/6NZB, hay evidencias de un mayor remplazo del glutatión y de un 
aumento en la ratio de reciclaje de membranas, ya que el desequilibrio en algunos 
lisofosfolipidos apuntan a una mayor actividad de la fosfolipasa A2. Por otro lado, hay una 
mayor actividad (oxidativa) del metabolismo lipídico a expensas del metabolismo de 
carbohidratos en los ratones BL/6NZB, que se manifiesta fenotípicamente cuando los animales 
son alimentados con una dieta alta en grasa y es también evidente cuando se completa el 
crecimiento del animal, con menor peso y mayor eficiencia de eliminación de la glucosa en 
sangre. La progresiva alteración de la señalización de insulina en los ratones BL/6C57, 
alimentados ad libitum, podría desencadenar la disfunción mitocondrial e incrementar los 
niveles de ROS. Todos estos cambios aceleran la pérdida de la homeostasis del individuo en 
ratones de edades avanzadas, y explicarían las diferencias tan llamativas en el aspecto de los 
animales conplásticos. Por último, el acortamiento  más acelerado de los telómeros en los 
ratones BL/6C57, es otra robusta indicación de la pérdida del control de la homeostasis.  
 
Este escenario conecta varios de los signos de envejecimiento (disfunción mitocondrial y 
producción de ROS, comunicación intercelular, detección de nutrientes y acortamiento de 
telómeros) con el fenómeno de mitohormesis, y establece una conexión temporal entre ellos 
(Modelo III). 
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Estos resultados abren una nueva y atractiva línea de investigación: mismatch 
nDNA/mtNDA-hormesis-envejecimiento.  
Modelo III. Mismatch mtDNA/nDNA y envejecimiento 
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III. Estudio de la segregación selectiva del mtDNA 
 
In vivo, las variantes de mtDNA C57BL/6 y NZB no son neutras y son capaces de promover 
diferencias funcionales relevantes a nivel celular, específicas de tejido y determinadas en gran 
parte por la relación entre la disponibilidad de nutrientes, la integridad de los sistemas celulares 
y la demanda energética. 
 
En este apartado nos proponemos evaluar si la segregación selectiva del mtDNA descrita en 
ratones heteroplásmicos (Jenuth et al., 1997) es debida a las diferencias funcionales promovidas 
por el mtDNA (ver antecedentes y objetivos).  
 
IIIA. Estudio de la segregación selectiva del mtDNA en tejidos 
somáticos 
 
IIIA.1 Introducción al estudio y descripción de la segregación selectiva del mtDNA  
 
Se generaron ratones heteroplásmicos con un fondo nuclear C57BL/6J conteniendo las 
variantes de mtDNA C57BL/6 y NZB que denominamos BL/6C57-NZB (ver material y métodos). 
Se analizaron un total de 110 ratones, desde el desarrollo embrionario hasta los 650 días de edad 
y con niveles de heteroplasmia en cola comprendidas entre e1 10 y 90% del mtDNA NZB. Se 
evaluó la segregación del mtDNA en 19 tejidos: (1) músculo cardiaco (ventrículo izquierdo del 
corazón), (2) hígado, (3) bazo, (4) riñón, (5) duodeno, (6) cola, (7) cerebro, (8) timo, (9) 
pulmón, (10) ojo, (11) sangre, (12 y 13) testículo u ovario, (14) músculo liso (vejiga urinaria), 
(15) músculo esquelético (cuádriceps), (16) páncreas, (17) médula ósea, (18) tejido adiposo 
marrón y (19) tejido adiposo blanco (Ver ejemplo en Figura III.1). 
 
 
Figura III.1: Ejemplo representativo 
del análisis de heteroplasmia en un 
macho BL/6C57-NZB de 6 meses de edad. 
Electroforesis horizontal de la 
RFLP4276 de cada tejido, y 
cuantificación de las proporciones de 
cada tipo de mtDNA mediante el 
software Quantity-One. Control: DNA 
de C57BL/6 
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IIIA1.1 Elección de tejido de referencia y establecimiento de una fórmula de 
análisis  
 
El análisis y comparación de los datos de la heteroplasmia presenta dos problemas 
principales: (i) los niveles de heteroplasmia iniciales entre los ratones son variables, y (ii) el 
nivel de heteroplasmia en algunos tejidos no se mantiene constante a lo largo de la vida del 
animal. Por ello se hace necesario establecer un tejido de referencia cuyos niveles de 
heteroplasmia se mantengan constantes e invariables a lo largo de la vida del animal, y frente al 
cual poder comparar la evolución de la heteroplasmia del tejido problema. 
 
 
 
La elección del tejido de referencia se hizo de acuerdo a los siguientes criterios: en un grupo 
de 20 animales de más de 200 días de edad, se calculó la correlación entre la heteroplasmia de 
cada uno de los tejidos frente a la heteroplasmia en cola presente en el mismo animal a los 28 
días de edad, y se eligió el tejido que mejor ajustase a una correlación lineal, con pendiente 
igual a 1, ordenada en el origen igual a 0 y cuyo coeficiente de correlación fuese más cercano a 
1 (Figura III.2): el resultado fue el pulmón. 
 
Usando el pulmón como tejido de referencia se transformó el valor de la heteroplasmia de 
cada tejido atendiendo a la siguiente fórmula matemática: 
 
Ht= -Ln(((1/h)-1)*(ho/(1-h0))) 
 
Figura III.2: Elección del pulmón como tejido de referencia de segregación neutra. Correlación 
lineal entre la heteroplasmia en cola del animal a los 28 días de edad y la heteroplasmia del tejido 
problema en el mismo animal con más de 200 días de edad (n=20). 
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ht= heteroplasmia transformada 
h= %NZB en el tejido problema 
h0= %NZB en el tejido de segregación neutra (i.e pulmón) 
 
De este modo, si: 
ht>0; selección del mtDNA NZB 
ht=0; no hay selección 
ht<0; selección del mtDNA C57BL/6 
  
La ventaja de utilizar está fórmula frente a la ratio de la diferencia de heteroplasmia entre 
tejidos, radica en que se tienen en cuenta los niveles de heteroplasmia iniciales y por tanto, la 
capacidad de cambio (Tabla III.1).  
 
 
 
IIIA1.2 Descripción del comportamiento de segregación selectiva del mtDNA  
 
En los 110 animales analizados, se transformó la heteroplasmia de cada tejido teniendo en 
cuenta la heteroplasmia presente en el pulmón del animal, y se representó dicho valor en 
función de la edad del animal (Figura III.3). De este modo se ha observado que:  
 
i) A lo largo de la vida postnatal del animal, pero no durante el desarrollo embrionario,  
existen tres tipos de comportamiento diferenciados en la selección del mtDNA según los tejidos 
analizados: 
 
• Selección de NZB: hígado, riñón, tejido adiposo marrón, testículo, cerebro y tejido 
adiposo blanco. 
• Selección de C57BL/6: médula ósea, bazo, timo, sangre, páncreas, ovario y 
duodeno. 
• No hay selección: ventrículo izquierdo, músculo esquelético, vejiga, cola, pulmón y 
ojo. 
 
h0 h  Ratio Ht 
30 60  2,00 1,25 
10 15  1,50 0,46 
85 90  1,06 0,46 
50 55  1,10 0,20 
50 45  0,90 -0,20 
60 30  0,50 -1,25 
Tabla III.1: Ejemplos de transformación de la heteroplasmia 
aplicando la fórmula Ht= -Ln(((1/h)-1)*(ho/(1-h0))). Nótese 
que, a diferencia del cálculo de la ratio, la magnitud absoluta 
del cambio es la misma independientemente de la dirección de 
selección, además se tiene en cuenta la capacidad total de 
selección atendiendo a la heteroplasmia inicial. 
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ii) La dirección de selección es específica de tejido e independiente de la heteroplasmia 
inicial, aunque la proporción del mtDNA seleccionado sea baja.  
 
 
Figura III.3: Segregación del mtDNA en 18 tejidos de ratones BL/6C57-NZB. Representación de la 
heteroplasmia transformada de cada tejido usando el pulmón cómo representante de tejido de 
segregación neutra (ordenadas)  en función de la edad del animal (abscisas). 110 animales analizados 
desde el día 15 del desarrollo embrionario hasta los 642 días de edad (50 machos, 44 hembras y 16 sin 
determinar).  
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iii) La intensidad de selección:  
 
• Es característica de cada tejido.  
• Es constante a lo largo de la vida del animal en el hígado, riñón, cerebro y tejido 
adiposo marrón, hasta alcanzar el 100% de NZB (Figura III.4A).   
• No es constante en médula ósea, bazo, timo y páncreas, donde la intensidad de 
selección disminuye con la edad del animal y nunca se llega a eliminar 
completamente el mtDNA NZB (Figura III.4B).  
• En algunos tejidos la intensidad de selección correlaciona con los niveles de 
heteroplasmia iniciales (Figura (III.4C).  
 
 
Figura III.4: Características de la intensidad de selección. (A y B) Representación del ratio entre la 
heteroplasmia transformada y la edad del animal (ordenadas) frente a la edad del animal (abscisas) en 
diferentes tejidos. El hígado, riñón, tejido adiposo marrón y cerebro presentan una selección del 
mtDNA NZB constante a lo largo de la vida del animal. El bazo, timo, médula ósea y páncreas sufren 
la gran mayoría de la selección del mtDNA C57BL/6 durante los dos primeros meses de vida. (C) 
Representación de la intensidad de selección (heteroplasmia transformada), frente a los niveles de 
heteroplasmia iniciales (% de NZB en pulmón) de 25 animales de 45 a 70 días de edad. A la derecha 
se muestra el p valor tras aplicar un test-F para valorar si la pendiente es diferente a 0. En la médula 
ósea y timo la intensidad de selección es inversamente proporcional a los niveles de heteroplasmia del 
mtDNA seleccionado. En el hígado y riñón la intensidad de selección es directamente proporcional a 
los niveles de heteroplasmia del mtDNA seleccionado. 
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En conclusión, 12 de 19 tejidos analizados en ratones heteroplásmicos BL/6C57-NZB presentan 
una selección del mtDNA en una dirección determinada y fija. La dirección de dicha selección 
es específica del tejido, mientras que la intensidad de selección es dependiente del tejido, de la 
edad del animal y de los niveles de heteroplasmia iniciales. 
 
IIIA.2. Modulación de la segregación selectiva del mtDNA 
 
Hemos demostrado que las variantes de mtDNA C57BL/6 y NZB promueven diferencias 
funcionales in vivo, ahora queremos esclarecer si la segregación selectiva del mtDNA es debida 
a estas diferencias. 
 
Postulamos que, si el origen de la segregación selectiva del mtDNA es debida a las 
diferencias en la funcionalidad de la mETC promovidas por el mismatch nDNA/mtDNA, 
modificaciones en la funcionalidad o en el resultado de la interacción, podrían cambiar la 
intensidad de segregación. Por ello, analizamos como se comporta la segregación en 
condiciones en las que modulamos: 
 
(i) La funcionalidad mitocondrial: mediante cambios en la disponibilidad de substratos o 
cambios en los requerimientos metabólicos celulares 
(ii) Las consecuencias del mismacth nDNA/mtDNA: mediante cambios en los niveles de 
ROS. 
 
IIA.2.1 Disponibilidad de nutrientes 
 
Para evaluar esta primera hipótesis, se empezó estudiando la segregación del mtDNA en 
fibroblastos heteroplásmicos inmortalizados en cultivo. Para ello se generaron tres líneas de 
fibroblastos inmortalizados provenientes de MEFs de tres embriones de diferentes camadas con 
una heteroplasmia en piel de 40-50% de mtDNA NZB (ver material y métodos). Durante 40-60 
días se mantuvieron los cultivos celulares siguiendo la evolución de la heteroplasmia en tres 
condiciones diferentes: 25mM Glucosa, 5mM Glucosa y 5mM Galactosa.  
 
En las tres líneas de fibroblastos heteroplásmicos analizados, en 60 días de cultivo, con el 
medio de fibroblastos habitual (25mM Glucosa) los niveles de heteroplasmia se mantuvieron 
constantes, pero, sorprendentemente, con una concentración 5mM glucosa se acumulaba 
progresivamente el mtDNA NZB, mientras que con 5mM galactosa se seleccionaba el mtDNA 
C57BL/6 (Figura III.5 A y B). De este modo se demuestra que la segregación selectiva del 
mtDNA está influenciada por la fuente de carbono proporcionada. 
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Puesto que, en células en cultivo la fuente de carbono suministrada y la concentración de la 
misma, influyen en la segregación del mtDNA, se decidió evaluar el comportamiento de 
segregación in vivo, en un grupo de 25 animales heteroplásmicos alimentados con una dieta 
grasa (HFD, 20% carbohidratos, 20% proteínas y 60% grasa) desde el destete hasta los 6 meses 
de edad. Sólo el tejido adiposo blanco y el duodeno mostraron un comportamiento de 
segregación diferencial significativo respecto a los controles: una dieta con alto contenido en 
grasa favorece la selección del mtDNA NZB en el duodeno, y la selección del mtDNA 
C57BL/6 en el tejido adiposo blanco (Figura III.6). 
Figura III.5: Segregación del mtDNA in vitro. (A) Representación de la heteroplasmia transformada 
respecto a la heteroplasmia inicial (día 0) de fibroblastos heteroplásmicos cultivados con 25mM 
Glucosa, 5mM Glucosa y 5mM Galactosa durante 62 días (n=3, para cada condición). En la parte 
inferior se muestran tres geles representativos de la evolución de la heteroplasmia en cada una de las 
condiciones. (B) Representación de la frecuencia relativa y distribución normal (%) de la 
heteroplasmia transformada de células individuales de los cultivos celulares tras 60 días con 5mM 
Glucosa (R=0,9390), 5mM galactosa (R=0,9968) y 25mM Glucosa (R=0.9744) (n=80-120 para cada 
condición). En negro se representa la frecuencia relativa de la población celular al inicio del 
experimento (R= 0,9259). Arriba a la derecha, representación de los valores individuales de cada 
medida (****p<0,0001, t-test) . (C) Representación de la heteroplasmia transformada respecto a la 
heteroplasmia inicial (día 0) de fibroblastos heteroplásmicos cultivados con 5mM Glucosa en 
presencia (línea continua) y ausencia de 15mM DCA (línea discontínua). n=2, para cada condición. 
(**p<0,01, F-test, pendiente). 
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La fisiología del organismo es compleja, y, aunque se cambien las proporciones de 
nutrientes en la dieta, la aportación de los distintos nutrientes a los diferentes tipos celulares está 
muy bien regulada y tiende a ser compensada. Por eso, se decidió administrar compuestos que 
forzasen a nivel celular la disponibilidad de los sustratos. Se optó por el dicloroacetato de sodio 
(DCA) por dos razones: (i) por su mecanismo de acción: el piruvato es una de las moléculas 
claves en la regulación de flujo metabólico celular, y el DCA, mediante la inhibición de la 
enzima piruvato deshidrogenasa quinasa (PDK) con la subsecuente activación del complejo de 
la Piruvato Deshidrogenasa (PDH), favorece la descarboxilación del piruvato y la formación de 
acetil-CoA. (ii) por su distribución: el DCA entra rápidamente en la circulación general tras la 
administración oral, siendo transportado a través de las membranas celulares por 
transportadores de monocarboxilatos. 
 
Antes de realizar los experimentos in vivo, se evaluó el efecto del DCA en fibroblastos 
heteroplásmicos en cultivo. Para ello, se cultivaron dos de las líneas celulares con un medio 
5mM glucosa y 5mM glucosa+15mM DCA durante 45 días, y tal y como hicimos en los 
experimentos anteriores, estudiamos la evolución de la heteroplasmia en el cultivo. En ambas 
líneas celulares, la presencia de DCA en el medio, aminoró la acumulación del mtDNA NZB 
(Figura III.5C). 
 
In vivo, el experimento se realizó con 22 machos heteroplásmicos, empezando el tratamiento 
con DCA (1g/L en agua de bebida) a los 50 días de edad; y se evaluó la heteroplasmia en los 
diferentes tejidos de los animales desde los 60 hasta los 160 días de edad. 
 
El tratamiento con DCA modificó de manera muy significativa la segregación del mtDNA 
en hígado, en tejido adiposo marrón, duodeno y cerebro. En hígado y duodeno la intensidad de 
selección del mtDNA NZB se vio notablemente incrementada con el tratamiento de DCA y por 
Figura III.6: Segregación del mtDNA y HFD. Representación de la heteroplasmia transformada del 
duodeno y del tejido adiposo blanco usando el pulmón cómo representante de segregación neutra 
(ordenadas) en función de la edad del animal (abcisas). En negro los datos de los animales 
alimentados con dieta control (5K67LabDiet); en rojo con dieta grasa (HFD, D12492 Open Source 
Diets) desde el destete. (***p<0.001, F-test, pendiente). 
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el contrario, en el tejido adiposo marrón y cerebro, la administración de DCA detuvo la 
segregación del mtDNA NZB, manteniendo constantes los niveles de heteroplasmia presentes 
antes de empezar el tratamiento (Figura III.7). 
 
 
 
IIA.2.2 Consecuencias funcionales: ROS 
 
Las variantes de mtDNA C57BL/6 y NZB inducen diferencias en la producción de H2O2 
mitocondrial in vitro (Moreno-Loshuertos et al., 2006) e in vivo (apartado II). Con base en estos 
resultados previos, se evaluó si las diferencias en la producción de ROS influían en la 
segregación selectiva del mtDNA, mediante la administración de NAC en agua de bebida (1g/L) 
desde los 50 días de edad en 12 ratones heteroplásmicos, y se midió la heteroplasmia en los 
diferentes tejidos desde los 96 hasta los 273 días de edad. 
 
 
Figura III.7: Segregación del mtDNA y DCA. Representación de la heteroplasmia transformada del 
hígado y tejido adiposo marrón usando el pulmón cómo representante de segregación neutra 
(ordenadas) en función de la edad del animal (abscisas). En negro los datos de los animales sin 
tratamiento; en rojo con DCA en agua de bebida (1g/L) desde los 50 días de edad. (***p<0.001, F-
test, pendiente). 
 
Figura III.8: Segregación del mtDNA y NAC. Representación de la heteroplasmia transformada del 
bazo, timo y médula ósea usando el pulmón cómo representante de segregación neutra (ordenadas) en 
función de la edad del animal (abscisas). En negro los datos de los animales sin tratamiento; en rojo 
tratados con NAC en agua de bebida (1g/L) desde los 50 días de edad (*p<0.05, F-test, pendiente). 
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La administración de NAC modificó la segregación del mtDNA en el tejido adiposo marrón 
y en los tejidos hematopoyéticos. En el tejido adiposo marrón la acumulación del mtDNA NZB 
se vio aminorada significativamente. En el bazo, médula ósea y sangre se atenuó la segregación 
del mtDNA C57BL/6 , llegándose a detener en el timo (Figura III.8). 
 
A modo de resumen, la modulación del metabolismo energético celular tiene un impacto en 
la intensidad de selección del mtDNA principalmente en el hígado, duodeno, cerebro, y tejido 
adiposo marrón. Mientras que los ROS juegan un papel relevante en la segregación del mtDNA 
en los tejidos hematopoyéticos y en el tejido adiposo marrón. En la Figura III.9 se recoge el 
resumen de la intensidad de segregación en todos los tejidos en función del tratamiento 
recibido. 
 
 
  
Figura III.9: Resumen de los patrones de segregación. (Fila Control) Ratio de segregación 
deducida en cada tejido. Los triángulos rojos indican segregación con acumulación del mtDNA NZB, 
los azules indican acumulación del mtDNA C57BL/6. El tamaño del triángulo esta relacionado con la 
magnitud de la selección inferida. Intervalos de confianza por el método de bootstraping después de la 
corrección de Bonferroni (*p<0.05). (Otras filas) Ratios de segregación inferidas en cada tejido tras 
diferentes tratamientos. A la derecha se muestran las diferencias significativas del conjunto de datos 
de cada tratamiento frente al conjunto de datos del control (likelihood ratio test, **(p<0.01), después 
de la corrección de Bonferroni). 
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IIIA.3. Evaluación del nivel de selección: intra- o inter- celular 
 
Pese a los esfuerzos realizados por numerosos grupos de investigación en el campo de la 
segregación del mtDNA, los mecanismos que gobiernan la acumulación selectiva de las 
variantes de mtDNA siguen siendo desconocidos (Jokinen and Battersby, 2013). 
 
Hasta el año 2006, en el cual se demostró que las variantes de mtDNA murinas son capaces 
de promover diferencias funcionales (Moreno-Loshuertos et al., 2006), se consideraba que las 
variantes de mtDNA de ratón eran neutras. Por ello se proponía que los mecanismos que 
gobiernan la segregación tenían que estar directamente relacionados con la molécula de mtDNA 
por medio de procesos implicados en el mantenimiento del mtDNA, como proteínas nucleares 
específicas de tejido que afectan a la estructura, la expresión, la replicación o a sistemas de 
reparación del mtDNA (Battersby and Shoubridge, 2001; Battersby et al., 2003). 
 
En el apartado anterior, hemos visto que la acumulación selectiva del mtDNA está 
fuertemente condicionada por las diferencias funcionales de la mETC, por lo tanto, la selección 
puede ser intracelular a nivel del orgánulo, o intercelular por competencia entre células.  
 
IIIA3.1 Evaluación de la segregación intracelular  
 
La selección intracelular, mediante la dinámica mitocondrial, es actualmente la hipótesis más 
popular para explicar la segregación selectiva del mtDNA. Son varios los trabajos que, haciendo 
uso de modelos celulares heteroplásmicos para un mtDNA mutante, defienden que bajo 
condiciones de estrés, se induce una fragmentación mitocondrial que permite una segregación 
de mitocondrias dañadas o mitofagia selectiva, lo que conlleva a la segregación selectiva del 
mtDNA (Malena et al., 2009) (Dai et al., 2014).  
 
Para evaluar si los mecanismos de fragmentación y eliminación de mitocondrias dañadas tras 
un estrés mitocondrial están implicados en el proceso de segregación el los ratones BL/6C57-NZB, 
se generaron en laboratorio los ratones heteroplásmicos Knock-out para la peptidasa OMA1 
(ver material y métodos). OMA1 es una peptidasa que media la degradación de las formas 
largas de OPA1 en la membrana interna mitocondrial en respuesta a diferentes tipos de estrés 
celular, participando así en la modulación de la fragmentación como respuesta a dichas 
situaciones (Anand et al., 2014; Baker et al., 2014; Quirós et al., 2012). 
 
Se analizó la heteroplasmia en los diferentes tejidos de 8 ratones BL/6C57-NZB OMA1-/- desde 
los 47 a los 212 días de edad. Tanto la intensidad como la dirección de segregación coincidía a 
la perfección con los animales BL/6C57-NZB en todos los tejidos analizados. En la figura III.11 se 
muestran como ejemplos representativos el hígado, el cerebro y el timo (Figura III.10). 
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Podemos concluir que la pérdida de la proteasa OMA1, y por tanto, la pérdida de los 
mecanismo inducidos por estrés mitocondrial que de ella dependen no altera la segregación 
selectiva del mtDNA en ratones BL/6C57-NZB. Estos resultados sugieren que la heteroplasmia no 
parece inducir estrés mitocondrial. 
 
IIIA 3.2 Evaluación de la segregación intercelular  
 
Hasta ahora, todos los estudios y propuestas de la segregación selectiva de las variantes de 
mtDNA han sido considerados desde un punto de vista intracelular, ya sean a nivel del mtDNA 
o de la mitocondria. En este apartado nos proponemos evaluar si las variantes de mtDNA 
C57BL/6 y NZB pueden conferir diferencias a nivel celular, es decir, ¿puede la competición 
intercelular estar implicada en la selección de un determinado mtDNA en los diferentes tejidos?  
 
IIIA.3.1 Heterogeneidad celular 
 
Para que tenga lugar una selección del mtDNA a nivel celular se tienen que cumplir varias 
condiciones: los niveles de heteroplasmia entre las células tienen que ser distintos y tienen que 
conferir diferencias funcionales relevantes.  
 
(i) Hay diversidad en los niveles de heteroplasmia entre los fibroblastos embrionarios 
provenientes del mismo embrión. Tras cuatro pases en cultivo de los MEFs desde su aislamiento 
(provenientes de un embrión heteroplásmico de 13.5 d.p.c), se subclonaron las células y se 
midió la heteroplasmia en las colonias provenientes de una sola célula. El promedio de los 
niveles de la heteroplasmia de los clones analizados, correspondía con la heteroplasmia del 
cultivo celular global y con la heteroplasmia en piel del embrión del cual habían sido aislados 
Figura III.10: Segregación del mtDNA y OMA1. Representación de la heteroplasmia transformada 
del hígado, cerebro y timo usando el pulmón cómo representante de segregación neutra (ordenadas) en 
función de la edad del animal (abscisas). En negro los datos de los animales BL/6C57-NZB; en rojo los 
de animales BL/6C57-NZB OMA1-/-.  
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los MEFs. Pero existía una amplia variabilidad en los niveles de heteroplasmia entre los clones 
analizados (Figura III.11A). Se eligieron los clones más próximos a la homoplasmia para una de 
las variantes de mtDNA y se establecieron nuevas líneas celulares (todas las líneas celulares 
provienen del mismo pool de MEFs y por tanto del mismo embrión) (Figura III.11B). 
 
(ii) Hay diferencias funcionales entre las células con diferentes niveles de heteroplasmia. 
Como la segregación en las células heteroplásmicas era diferente en presencia de glucosa o 
galactosa; se calculó el tiempo de duplicación celular en 5mM glucosa y 5mM galactosa de 9 
líneas celulares con más de un 70% de mtDNA NZB y 9 líneas con menos de un 20% de 
mtDNA NZB. No se encontraron diferencias significativas en el crecimiento de las células con 
5mM Glucosa entre ambos grupos. Sin embargo, con un medio 5mM galactosa el crecimiento 
se veía moderadamente afectado en todas las líneas celulares, pero este empeoramiento era 
significativamente más acusado en las células con mayor contenido de mtDNA NZB (Figura 
III.11C). 
 
 
 
Con este experimento revelamos que células con diferentes niveles de heteroplasmia, 
procedentes del mismo individuo, presentaban diferencias funcionales dependiendo del 
metabolismo energético. Y confirmamos los resultados publicados previamente (Moreno-
Loshuertos et al., 2006), aunque en nuestro caso, con líneas celulares provenientes del mismo 
individuo y por tanto uniformes en cuanto al fondo genético nuclear se refiere. 
   
(iii) La heteroplasmia genera un nuevo contexto celular: Puesto que la presencia de una u 
otra variante de mtDNA en el mismo fondo nuclear (ver apartado IIA), induce cambios globales 
en la firma transcriptómica celular, se evaluó si la heteroplasmia es capaz de inducir un nuevo 
Figura III.11: Heterogeneidad 
celular y funcional en los cultivos 
de MEFs heteroplásmicos. (A) gel 
representativo de los niveles de 
heteroplasmia de clones celulares 
provenientes de fibroblastos de un 
mismo embrión. (B) gel mostrando la 
heteroplasmia de las líneas celulares 
establecidas a partir de clones 
provenientes del mismo embrión (C) 
ratio del tiempo de duplicación en 
5mM galactosa vs. 5mM glucosa de 
líneas celulares con alto y bajo 
contenido de mtDNA NZB (n=9). 
(*p<0.05, t-test) 
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contexto celular. Para ello se analizaron por RNAseq muestras de hígado de ratones 
hetroplásmicos de 10 semanas de edad, paralelamente con el análisis de las muestras de los 
animales conplásticos.  
 
De este modo, se comparó el perfil transcriptómico en hígado de machos de 12 semanas de 
edad: BL/6C57, BL/6NZB y BL/6C57-NZB y se reveló que la condición de heteroplasmia induce una 
respuesta particular y diferencial respecto a las líneas homoplásmicas  (Figura III.12). 
 
 
 
IIIA.3.2 Selección del mtDNA en ratones quiméricos mitocondriales 
 
Para evaluar in vivo si se podía explicar parte de la segregación selectiva del mtDNA por un 
fenómeno de competencia o ventaja celular, se generaron los ratones quiméricos mitocondriales 
(ver material y métodos). Estos ratones se caracterizan por contener las dos variantes de mtDNA 
C57BL/6 y NZB en un fondo nuclear C57BL/6. Pero, a diferencia de los ratones 
heteroplásmicos, en este caso las variantes de mtDNA se encuentran en  homoplasmia. Es decir, 
el individuo esta compuesto por células con el mtDNA C57BL/6 o con el mtDNA NZB 
exclusivamente. 
 
Se estudió el comportamiento de selección del mtDNA en 14 tejidos (hígado, riñón, tejido 
adiposo marrón, cerebro, bazo, timo, páncreas, duodeno, corazón, músculo esquelético, vejiga, 
ojo, pulmón y cola) de 16 ratones quiméricos neonatos y 35 ratones de 60 a 100 días de edad. 
Como el fondo nuclear de las células es idéntico, se estimó el quimerismo mitocondrial de cada 
tejido por medio de la RFLP4276 del mtDNA y se normalizó aplicando la fórmula Ht= -
Ln(((1/h)-1)*(ho/(1-h0))), dónde h= quimerismo en el tejido problema, y h0= promedio del 
quimerismo en los 14 tejidos analizados.  
Figura III.12 Agrupación jerárquica del 
RNAseq del hígado de ratones 
heteroplásmicos frente a los conplásticos. 
Matriz de distancias del log2 de la 
expresión normalizada de los niveles 
promediados sobre todos los replicados 
para todos los genes detectados usando 
RNA-Seq.  
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En ninguno de los tejidos analizados, tanto de animales neonatos como adultos, se 
encontraron indicios de una selección específica de células con las variantes de mtDNA. 
(Figura III.13A). 
 
 
 
Figura III.13: Selección del mtDNA en ratones quiméricos mitocondriales. (A) Representación de 
los valores de quimerismo mitocondrial por tejido transformados respecto al promedio de quimerismo 
mitocondrial de los 14 tejidos analizados en cada individuo. En negro se representan los animales 
neonatos (n=16), y en rojo animales de 60 a 100 días de edad (n=35). (0= no selección, >0=NZB; 
<0=C57). (B) Análisis de PCA de la varianza del quimerismo entre los tejidos de un mismo animal. 
En negro se representan los animales neonatos y en rojo los adultos. (C) Análisis de PCA de la 
varianza de cada tejido en animales adultos.  
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Es llamativa la variabilidad de quimerismo entre los diferentes tejidos de un mismo ratón, y 
como esta variabilidad aumenta con la edad del animal. En los ratones neonatos existe una gran 
homogeneidad en los niveles de quimerismo mitocondrial entre los tejidos de un mismo 
individuo. Sin embargo, en los animales de 60 a 100 días de edad, aumenta la heterogeneidad 
quimérica entre los tejidos del mismo individuo (Figura III.13B). Un análisis de componentes 
principales (PCA) de la varianza del quimerismo entre los tejidos de un animal, revela 
diferencias significativas entre neonatos y adultos. El aumento de la varianza del quimerismo en 
animales adultos es debido principalmente a cuatro tejidos: hígado, páncreas, duodeno y tejido 
adiposo marrón. Una explicación a este fenómeno es que estos tejidos sufren una gran 
proliferación celular post-natal, que facilita la selección aleatoria de células o clones celulares 
con una determinada variante de mtDNA. 
 
Como no se ha encontrado ningún patrón direccional y selectivo en los animales quiméricos, 
concluimos que la heteroplasmia es un requisito necesario para que tenga lugar la segregación 
selectiva del mtDNA observada en los ratones heteroplásmicos. 
 
IIIA.4 Discusión  3 
 
Las mutaciones patológicas del mtDNA en humanos pueden segregar de una manera tejido-
específica, afectando al comienzo y la severidad de la enfermedad. Los ratones heteroplásmicos 
generados en 1996 por el grupo del Dr. Shoubridge supusieron un modelo animal de gran 
utilidad para el estudio de la segregación selectiva del mtDNA. Los resultados publicados han 
sido reproducidos fielmente en nuestro laboratorio con ratones de origen distinto:  
 
“Sin excepción, en todos los animales heteroplásmicos analizados, hay una segregación 
selectiva del mtDNA que responde a una dirección de selección específica de tejido e 
independiente de los niveles de heteroplasmia iniciales.”  
 
En el debate original sobre la segregación selectiva del mtDNA se defendía que, como, no 
habían sido encontradas diferencias funcionales promovidas por las variantes de mtDNA, 
debían existir factores nucleares específicos de tejido que interaccionasen directamente con el 
mtDNA determinando la segregación (Battersby and Shoubridge, 2001; Battersby et al., 2003). 
Hasta la fecha, el único factor nuclear identificado involucrado en la segregación selectiva del 
mtDNA es Gimap3 (Jokinen and Battersby, 2013), y se trata de una GTPasa localizada en la 
membrana de retículo endoplásmico, que nunca se ha descrito que interaccione directamente 
con el mtDNA.   
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Con este trabajo hemos demostrado que las variantes de mtDNA C57BL/6 y NZB 
promueven diferencias funcionales in vivo, y que la segregación está causada por las diferencias 
funcionales de la mETC, tal y como indican las alteraciones en el ritmo de la segregación 
inducidas por DCA o NAC. Si bien es cierto que una demostración definitiva requiere el 
desarrollo de animales con alteraciones especificas en la mETC. Por ejemplo, nuestro grupo ha 
caracterizado la primera proteína mitocondrial responsable de la formación de supercomplejos, 
SCAFI (Lapuente-Brun et al., 2013), y tanto los ratones C57BL/6 como los ratones Balb/c 
tienen una delección en el gen de SCAFI que impide la asociación del CIII con el CIV 
originando importantes consecuencias en la función de la mETC. El análisis del 
comportamiento de segregación en ratones BL/6C57-NZB SCAFI+/+, pueden aportar información 
acerca de las implicaciones exclusivas de la función de la mETC en la segregación selectiva del 
mtDNA. 
 
Hemos visto que las modificaciones en el metabolismo energético y en los niveles de ROS 
celulares promueven diferencias específicas de tejido en la segregación selectiva del mtDNA, 
sugiriendo que los mecanismos que gobiernan la segregación son también específicos de tejido. 
Esta idea se consolida con la identificación de la proteína Gimap3 y su papel en la regulación de 
la segregación del mtDNA exclusivamente en tejidos hematopoyéticos (Jokinen et al., 2010). 
Para entender los mecanismos de segregación tejido específicos es crítico contestar la siguiente 
pregunta: ¿Es la selección de un mtDNA debida a que se favorece su “proliferación” o es 
consecuencia de la eliminación del otro mtDNA? En la gráfica C de la figura III.4 se revela un 
aspecto muy interesante, en los tejidos hematopoyéticos la intensidad de selección es 
inversamente proporcional a la proporción del mtDNA seleccionado (C57BL/6), es decir, a 
mayor proporción del mtDNA C57BL/6, menor es la intensidad de su selección, y de hecho 
nunca se llega a eliminar el mtDNA NZB. Sin embargo, en los tejidos como hígado y riñón, la 
intensidad de segregación es directamente proporcional a la cantidad del mtDNA seleccionado 
(NZB) y se llega a eliminar completamente el mtDNA C57BL/6. Lo cual podría indicar que en 
el caso de tejidos hematopoyéticos la selección es negativa (se favorece la eliminación del 
mtDNA NZB), y en el caso de hígado y riñón, la selección es positiva (se favorece la 
acumulación del mtDNA NZB). 
 
Quizás, lo que más sorprenda de la segregación selectiva del mtDNA, no es tanto la 
selección de un mtDNA en sí, sino la extrema y fiel reproducibilidad tanto en la dirección de 
segregación como en su intensidad, lo que indica que se trata de un mecanismo celular 
preservado y difícilmente alterable. In vivo hemos visto que el estatus metabólico celular puede 
definir la intensidad de selección, pero no la dirección, poniendo de manifiesto que el 
metabolismo y la condición propia del tipo celular tienen un papel preponderante en la 
segregación del mtDNA. Por ello, sería de gran interés estudiar la segregación del mtDNA in 
vitro durante la diferenciación celular a diferentes tipos celulares. 
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Un resultado muy interesante y susceptible de estudio, es el efecto del NAC en la 
segregación en los tejidos hematopoyéticos, que sugiere un papel relevante de los ROS en la 
segregación del mtDNA en este tipo celular. Como la administración de NAC aminora la 
acumulación del mtDNA C57BL/6 en los tejidos hematopoyéticos, e incluso llega a detener la 
selección en el timo, es fácil especular que la posible producción de ROS diferencial entre las 
variantes de mtDNA, en las células progenitoras, pueda tener un impacto en el mantenimiento y 
destino celular (Arranz et al., 2013) o bien en el mantenimiento de la mitocondria. Así se podría 
explicar la acumulación del mtDNA C57BL/6 (menos rosgénico) en las células 
hematopoyéticas, y también, el del mtDNA wild-type en la sangre de pacientes con la mutación 
A3243G en heteroplasmia (Rahman et al., 2001). Además, esta observación conduce a asociar 
la segregación del mtDNA con las células madre pluripotentes adultas (ASCs), responsables del 
mantenimiento de la homeostasis y reparación celular en individuos adultos (García-Prat et al., 
2013) ampliando el campo del estudio de la segregación del mtDNA en los nichos de ASCs.  
 
Lamentablemente, no tenemos suficientes elementos para concretar si la selección ocurre a 
nivel de orgánulo, a nivel celular o si contribuyen ambos. Los datos obtenidos en esta tesis no 
son, a nuestro entender, suficientes para descartar o aceptar (i) las posible implicaciones de la 
dinámica mitocondrial en la segregación del mtDNA; ni (ii) el papel de la competición celular 
en la selección: 
 
(i) Se ha descrito que hay una estrecha relación entre la arquitectura y dinámica 
mitocondrial con el aporte de nutrientes y la función bioenergética (Dietrich et al., 
2013; Liesa and Shirihai, 2013; Quirós et al., 2012),  sin embargo con una dieta alta 
en grasa, tan sólo el duodeno y tejido adiposo blanco presentaban cambios en la 
segregación del mtDNA; de manera que, si la dinámica mitocondrial fuese crítica en 
el mecanismo de segregación selectiva, se esperaría encontrar cambios, aunque fueran 
leves, en la intensidad de segregación con dieta grasa en mayor número de tejidos. Por 
otro lado, la pérdida de la proteasa OMA1, y por tanto, la pérdida de los mecanismos 
inducidos por estrés mitocondrial que de ella dependen, no altera la segregación 
selectiva del mtDNA. 
 
(ii) Los análisis de las quimeras mitocondriales ponen de manifiesto que la heteroplasmia 
celular es necesaria para que tenga lugar la segregación selectiva del mtDNA. pero no 
podemos descartar que el fenómeno de competición celular juegue un papel en la 
segregación del mtDNA.  
 
Por último, retomemos el concepto del mismatch nDNA/mtDNA. Hasta ahora tan sólo se han 
tenido en cuenta las diferencias del mismatch generado por el nDNA con el mtDNA C57BL/6 o 
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con el mtDNA NZB; pero en una condición heteroplásmica se puede generar un nuevo mismach 
como resultado de la interacción de tres genomas: el nDNA y los dos mtDNAs. Por ello 
concluimos, que para entender el fenómeno de heteroplasmia y todas las implicaciones que de 
ella dependen, se hace necesario diseñar y desarrollar procedimientos experimentales que nos 
permitan elucidar si es posible la formación de una nueva cadena respiratoria mitocondrial, con 
proteínas procedentes de los dos genomas mitocondriales.  
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III.B Estudio de la segregación del mtDNA en la transmisión 
intergeneracional 
 
Entender la evolución de la heteroplasmia en la línea germinal femenina tiene implicaciones 
muy importantes dado que el mtDNA se transmite únicamente por vía materna. Pero además, 
existen motivos relevantes de índole biomédico. Actualmente no existe cura para las 
enfermedades causadas por mutaciones en el mtDNA, tan sólo hay tratamientos paliativos para 
aliviar los síntomas y retrasar la progresión de la enfermedad. En los últimos años se lleva 
realizando un gran esfuerzo en la prevención de la transmisión del mtDNA mutante de la madre 
a la descendencia, mediante el diagnóstico genético pre-natal o preimplantacional, o mediante la 
polémica técnica de la transferencia nuclear a un citoplasma con mtDNA sano (Craven et al., 
2010). En pedigríes humanos y en modelos murinos, se ha visto que existe una selección 
purificadora en la línea germinal femenina en contra de las mutaciones patológicas del mtDNA 
(Fan et al., 2008; Stewart et al., 2008a).  Por ello, entender los principios que gobiernan la 
transmisión de las variantes de mtDNA tiene una importancia fundamental para los pacientes 
con enfermedades mitocondriales.  
 
IIIB.1 Transmisión intergeneracional de la heteroplasmia  
IIIB.1.1 Heteroplasmia en las crías 
 
Durante más de tres años de cruces, se registró la heteroplasmia al destete en cola de 707 
crías procedentes de 41 hembras cuyos niveles de heteroplasmia (también en cola) estaban 
comprendidos entre el 17 y el 82%. 
 
En contradicción con los resultados publicados por el grupo del Dr. Shoubridge (Jenuth et 
al., 1996), pero de acuerdo con los publicados más recientemente por el del Dr. Wallace 
(Sharpley et al., 2012), la proporción del mtDNA NZB en cola de la progenie era 
significativamente menor que la proporción en la madre. Existe un fuerte sesgo que favorece la 
progresión hacia la homoplasmia del mtDNA C57BL/6 en la transmisión intergeneracional, que 
es independiente de los niveles de heteroplasmia de la madre, pero fuertemente dependiente de 
la edad de la misma (Figura III.14). 
 
Una observación a destacar es que en más de tres años de cruces dirigidos, eligiendo como 
reproductoras aquellas hembras con mayor porcentaje de mtDNA NZB en cola, nunca se ha 
obtenido una cría homoplásmica para este mtDNA. Por el contrario, en tan sólo una generación 
aparecen crías homoplásmicas para el mtDNA C57BL/6, independientemente de la 
heteroplasmia materna. Es también destacable la gran variabilidad presente en los niveles de 
heteroplasmia entre las crías de una misma camada. 
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IIIB.1.2 Heteroplasmia en la línea germinal femenina 
 
Para investigar si el sesgo a favor del mtDNA C57BL/6 observado en la progenie de las 
hembras heteroplásmicas tiene lugar en la línea germinal femenina, se cuantificó la 
heteroplasmia en el ovario e un total de 58 hembras con edades comprendidas entre 39 y 349 
días, y que presentaban una heteroplasmia en cola del 10 al 86% (proporción del mtDNA NZB).  
 
 Los ovarios presentaban una fuerte selección del mtDNA C57BL/6 muy dependiente de la 
edad de la hembra (Figura III.15 A). Si calculamos la proporción de la diferencia de la 
heteroplasmia transformada frente a la edad de la hembra, podemos ver que la intensidad de 
selección es contante a partir de los 100 días de edad de la hembra, y que se produce una fuerte 
selección durante los dos primeros meses de vida (post-natal) (Figura III.15 B). Por último si se 
compara la heteroplasmia transformada de las hembras de más de 100 días de edad (cuando la 
intensidad de segregación es contante), respecto a los niveles de heteroplasmia en cola, se 
observa que la intensidad de selección es inversamente proporcional a la proporción del mtDNA 
C57BL/6 en cola (Figura III.15 C).  
 
 
Figura III.14: Enriquecimiento del mtDNA C57BL/6 en la progenie de las hembras 
heteroplásmicas. Representación de la heteroplasmia transformada de la cola de las crías d28 
(n=707) respecto a la heteroplasmia en cola de la madre d28 (n=41), en función de la edad de la 
hembra reproductora en el momento del parto. La línea roja representa la regresión lineal de la 
evolución de la heteroplasmia de las crías en función de la edad de la hembra (p<0.0001, F test, 
pendiente diferente a 0). 
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En conclusión, a lo largo de la vida reproductora de la hembra, los ovarios presentan un 
incremento del mtDNA C57BL/6 que correlaciona con el sesgo observado en la descendencia 
(Figura III.16). 
 
Para determinar si el incremento en la proporción del mtDNA C57BL/6 observado en el 
tejido ovárico correlacionaba con la heteroplasmia en ovocitos maduros, cuantificamos los 
niveles de heteroplasmia en 106 ovocitos maduros provenientes de 12 hembras con edades 
comprendidas entre 52 y 296 días (Figura III.16). Con estos resultados se puso de manifiesto 
que:  
 
(i) Existe una alta variabilidad en los niveles de heteroplasmia entre los ovocitos 
provenientes del mismo ovario, lo cual explicaría la variabilidad encontrada también 
entre las crías de una misma camada. Hay numerosas referencias en la literatura que 
concuerdan con esta observación (Hauswirth and Laipis, 1982; Larsson et al., 1992). 
Se ha sugerido que la existencia de un cuello de botella del mtDNA en la línea 
germinal femenina es la responsable del rápido cambio hacia situaciones de 
homoplasmia en tan sólo una generación.  
Figura III.15: Descripción de la 
evolución de la heteroplasmia en ovario. 
(A) Representación de la diferencia de la 
heteroplasmia transformada del ovario 
frente a la cola (ordenadas) frente a la edad 
de la hembra (abscisas). (n=58, p<0,0001, 
F-test). (B) Representación de la ratio de la 
heteroplasmia transformada del ovario 
frente a la cola vs. la edad de la hembra 
(ordenadas) frente a la edad de la hembra 
(abscisas). (C) Representación de la 
heteroplasmia transformada del ovario 
frente a la cola (ordenadas) frente a la 
heteroplasmia en cola (abscisas) de 36 
hembras de 100 a 346 días de edad. 
(p=0,0468, F-test). 
   Resultados: Segregación selectiva del mtDNA 
 
 163 
 
(ii) El promedio de la heteroplasmia de los ovocitos correlaciona con la heteroplasmia 
del tejido ovárico de la misma hembra. Además, la evolución de la heteroplasmia de 
los ovocitos durante la vida reproductiva de la hembra coincide con el sesgo a favor 
del mtDNA C57BL/6 observado en el ovario. 
 
 
 
IIIB.1.3 Heteroplasmia durante el desarrollo embrionario 
 
Solamente con los niveles de heteroplasmia de la línea germinal femenina, no podemos 
explicar la totalidad del sesgo del mtDNA C57BL/6 en la descendencia de hembras 
heteroplásmicas. 
 
 Si bien es cierto que el incremento en la proporción del mtDNA C57BL/6 a lo largo de la 
vida reproductiva de la hembra es similar entre la línea germinal y la descendencia; la 
intensidad de selección es superior en la descendencia en todo momento (Figura III.16). 
 
En primer lugar, nos propusimos esclarecer si la discrepancia en la intensidad de selección 
entre línea germinal y descendencia es relevante, para a continuación evaluar si, además de en la 
Figura III.16: Enriquecimiento del mtDNA C57BL/6 en ovocitos, ovario y crías. Representación 
de la heteroplasmia transformada de ovocitos, ovario y crías de una misma camada frente a la 
heteroplasmia en cola de la reproductora en función de la edad de la misma. La línea discontinua 
representa la regresión lineal de la evolución de la heteroplasmia en función de la edad de la hembra: 
pendiente diferente a 0 en los tres casos (p<0.0001, F test); no hay diferencias en el valor de la 
pendiente de las líneas de regresión (F test), sin embargo, la elevación (y-intercepto) difiere entre las 
crías frente a ovocitos y ovario (p=0.0001, F test). 
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línea germinal femenina, existen otros niveles de selección del mtDNA en la transmisión 
intergeneracional. Para ello evaluamos si había un sesgo en la heteroplasmia en ovocitos 
maduros y embriones de 2.5, 6.5 y 13.5 días con respecto al ovario de la hembra (Figura III.17). 
 
El promedio de la heteroplasmia de ovocitos y embriones de 2.5 días correspondía con los 
niveles de heteroplasmia del ovario de la hembra. Sugiriendo que la fecundidad temprana no se 
ve influida por los niveles de heteroplasmia del ovocito o zigoto. 
 
Sin embargo, en los embriones de 6.5 días se había producido un sesgo significativo a favor 
del mtDNA C57BL/6 que se consolidaba a los 13.5 días y coincidía con el observado en la 
descendencia.  
 
 
 
Estos resultados sugieren la existencia de una selección del mtDNA C57BL/6 durante la 
transmisión intergeneracional del mtDNA en la línea germinal femenina y en las primeras 
etapas del desarrollo embrionario. 
 
Se evaluaron los datos de fertilidad de las hembras BL/6C57, BL/6NZB y BL/6C57-NZB con 
diferentes niveles de heteroplasmia, no encontrándose diferencias en los índices de fertilidad. 
Por tanto, la selección del mtDNA C57BL/6 en las camadas de las hembras heteroplásmicas no 
se explica por una mortalidad especifica de embriones con mayor contenido de mtDNA NZB. 
El promedio de crías por camada en los tres primeros partos de una hembra reproductora era de 
6-6,5 en las tres estirpes de ratón. Tampoco en la necropsia de los embriones encontramos 
indicios de un incremento en la presencia de reabsorciones embrionarias en el útero de las 
hembras heteroplásmicas. 
Figura III.17: Enriquecimiento del 
mtDNA C57BL/6 durante el desarrollo 
embrionario. Representación de la 
heteroplasmia transformada frente al ovario 
de la reproductora de: ovocitos (n=84), 
embriones de 2.5 días (n=71),  6.5 días 
(n=21) y 13.5 días (n=135). (*p<0.05 t-test). 
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Se analizó también la heteroplasmia de los principales tejidos fetales en embriones de 17,5 
días (corazón, hígado, bazo, riñón, intestino, cerebro, pulmón, páncreas, tejido adiposo marrón y 
cola) y de 13,5 días (placenta, hígado y piel). Los órganos provenientes del mismo embrión 
presentaban niveles comparables de heteroplasmia (Figura III.18.). Este resultado sugiere que la 
selección del mtDNA C57BL/6 durante el desarrollo embrionario, tiene lugar antes de la 
especificación celular. 
 
 
 
IIIB.2 Segregación del mtDNA y pluripotencia 
 
Hay una coincidencia temporal entre la selección del mtDNA C57BL/6 durante el desarrollo 
embrionario y la pérdida de pluripotencia de las células que componen el embrión. Para 
comprobar si esta correlación puede ser relevante, se estudió si el estado de diferenciación 
celular puede afectar la segregación del mtDNA. Para ello utilizamos como modelo de estudio 
células madre pluripotentes inducidas (iPSCs) derivadas de MEFs de los ratones BL/6C57, 
BL/6NZB y BL/6C57-NZB. 
 
IIIB.2.1 Segregación del mtDNA durante la reprogramación de MEFs 
heteroplásmicos a iPSCs  
 
La generación de iPSCs se realizó a partir de MEFs en pasaje 1-2 mediante la transfección 
de los factores de reprogramación (Oct4, Sox2, Klf4 y c-Myc) con el sistema inducible por 
doxiciclina PiggyBac Transposón (ver material y métodos) (Woltjen et al., 2011). 
 
Figura III.18: Heteroplasmia en los tejidos fetales. Representación de la heteroplasmia (%NZB) de 
los diferentes tejidos fetales de un mismo embrión. (Izquierda) 10 embriones de una camada de 17.5 
días, se representa por embrión la heteroplasmia en: corazón, hígado, bazo, riñón, intestino, cerebro, 
pulmón, páncreas, tejido adiposo marrón y cola. (Derecha) 9 embriones de una camada de 13.5 días, 
se representa por embrión la heteroplasmia en: placenta, hígado y piel. 
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Para este experimento se utilizaron cinco líneas de MEFs procedentes de cinco embriones 
heteroplásmicos de diferentes camadas, con porcentajes de heteroplasmia en piel comprendidos 
entre el 30 y 55% de mtDNA NZB. Se midió la heteroplasmia (i) en el cultivo global en pasaje 
1-2, (ii) en clones procedentes de una sola célula de MEFs, y (iii) en las colonias de iPSCs tras 
la reprogramación. 
 
Tal y como vimos en el apartado III.A, la variabilidad en la heteroplasmia de las células 
provenientes del mismo embrión era bastante considerable, aunque el promedio de la 
heteroplasmia de todos los clones analizados correspondía con la heteroplasmia global del 
cultivo (Figura III.19). 
 
Por el contrario, la distribución de la heteroplasmia de las colonias de iPSCs analizadas tras 
la reprogramación de los MEFs, era significativamente distinta a la de partida. En los cinco 
casos se manifestó un sesgo a favor del mtDNA C57BL/6. Sugiriendo que durante la 
reprogramación a iPSCs de cultivos de fibroblastos heteroplásmicos se produce una selección 
del mtDNA C57BL/6 (Figura III.19). 
 
 
 
Figura III.19: Enriquecimiento del mtDNA C57BL/6 en la reprogramación a iPSCs de MEFs 
heteroplásmicos. (A) Caracterización de iPSCs, de arriba abajo: morfología, actividad de la fosfato 
alcalina e inmunofluerescencia (anti-SSEA1 y nanog). (B) Histograma de la frecuencia relativa (%) de 
la heteroplasmia transformada frente a la heteroplasmia global del cultivo de MEFs, de: células 
individuales de MEFs (negro) y colonias de iPSCs obtenidas tras la reprogramación de los mismos 
(gris). Se han representado conjuntamente los datos obtenidos de cinco experimentos realizados con 
cinco líneas diferentes de MEFS (clones de MEFS, n=203; colonias de iPSC, n=106). En la esquina 
derecha superior se muestra la representación de cada medida individual con la media y desviación 
estándar del conjunto. (****p<0.0001, t-test) 
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IIIB.2.2 Eficiencia de reprogramación a iPSCs de MEFs BL/6C57 y BL/6NZB 
 
En el experimento anterior llama la atención que la curva gaussiana de la distribución de la 
heteroplasmia en las colonias de iPSCs (R=0,9551) está contenida en su totalidad dentro de la 
curva gaussiana de la distribución de la heteroplasmia de los MEFs (R=0,889) (Figura III.19). 
Una posible explicación a este fenómeno es una mayor eficiencia de reprogramación de las 
células con mayor contenido de mtDNA C57BL/6. 
 
Para evaluar si hay diferencias en la eficiencia de reprogramación a iPSCs de MEFs con 
distintos niveles de heteroplasmia hicimos uso de los animales conplásticos. Establecimos 
diferentes líneas de MEFS homoplásmicos, provenientes de BL/6C57 (n=10, de 5 camadas 
diferentes) y BL/6NZB (n=9, de 4 camadas diferentes). 
 
Estimamos la eficiencia de reprogramación mediante la cuantificaron del número de colonias 
de iPSCs obtenidas en cada caso después de transfectar el mismo número de células bajo las 
mismas condiciones. La eficiencia de reprogramación era significativamente mayor en las 
células con el mtDNA C57BL/6, y la eficiencia en los MEFs heteroplásmicos era 
significativamente menor que en BL/6C57, pero mayor que en BL/6NZB (Figura III.20). 
 
 
 
Podemos concluir que la eficiencia de reprogramación a iPSCs, de MEFs provenientes de 
embriones de 13,5 días con el método utilizado, está significativamente influenciada por la 
Figura IIIB.20: Eficiencia de reprogramación. (A) Imágenes representativas de la tinción de la 
fosfatasa alcalina (AP) siete días después de la transfección y de la acidez del medio. (B) Eficiencia de 
reprogramación relativa tras la cuantificación de la tinción AP, en BL/6C57 (n=10), BL/6NZB (n=9) y 
BL/6C57-NZB (n=5). Cada experimento se ha normalizado con respecto a BL/6C57. (*p<0,05, t-test) 
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variante de mtDNA. Con este experimento ponemos de manifiesto que el mtDNA, y por tanto la 
función mitocondrial juega un papel fundamental en la reprogramación celular in vitro. 
 
IIIB.2.3 Segregación del mtDNA en iPSCs heteroplásmicas 
 
En fibroblastos heteroplásmicos inmortalizados vimos que, tras 60 días de cultivo y un 
medio con 25mM glucosa, los niveles de heteroplasmia se mantenían constantes. Así, nuestro 
siguiente objetivo fue evaluar la selección del mtDNA en células pluripotentes (iPSCs). 
 
Establecimos 8 líneas de iPSCs heteroplásmicas, provenientes de colonias individuales de 
cinco experimentos de transfección distintos. Se mantuvieron las iPSCs en cultivo (con medio 
ES, ver material y métodos) durante 20 días y se sometieron a un total de 10 pasajes. En las 8 
líneas de iPSCs se produjo un enriquecimiento progresivo del mtDNA C57BL/6 a lo largo del 
cultivo (Figura IIIB.21 A) 
 
Esta selección del mtDNA C57BL/6 en células heteroplásmicas pluripotentes, 
correlacionaba con una mayor tasa de proliferación de las iPSCs homoplásmicas para el mtDNA 
C57BL/6. Establecimos 4 líneas de iPSCs procedentes de la reprogramación de MEFs BL/6C57 y 
BL/6NZB respectivamente. Y, aunque no encontramos diferencias significativas en la expresión 
de marcadores de pluripotencia entre ambas líneas celulares (expresión de OCT4, REX, Nanog, 
Dnmt3b y Sox2), el crecimiento celular era sensiblemente diferente (Figura IIIB. 21 B).  
 
 
Figura IIIB.21: Segregación del mtDNA en iPSCs. (A) Heteroplasmia transformada respecto a los 
niveles en el pasaje 1, de 8 líneas de iPSCs heteroplásmicas durante 20 días de cultivo. (p<0,0001, F-
test, pendiente diferente a cero). (B) Tamaño de colonias (objetivo 10X) y tinción AP en iPSCs 
homoplásmicas (BL/6C57 y BL/6NZB) dos días después de sembrar 50.000, 10.000 y 5.000 células 
respectivamente. 
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IIIB.2.4 Segregación del mtDNA, reprogramación celular e influencia de la 
concentración de oxígeno y la producción de ROS 
 
Muchos estudios han mostrado que hay una fuerte conexión entre la función mitocondrial y 
la pluripotencia (Xu et al., 2013). En la reprogramación de células somáticas a iPSCs y en el 
mantenimiento de ESc se ha descrito que tanto la tensión de oxígeno (Szablowska-Gadomska et 
al., 2011) como los niveles de ROS (Berniakovich et al., 2012) juegan un papel fundamental. 
También se ha descrito in vivo que  la tensión de oxígeno (hipoxia) y los niveles de ROS 
mantienen estados indiferenciados en células madre embrionarias, hematopoyéticas (Ito et al., 
2004; Tai-Nagara et al., 2014), mesenquimales y neurales (Chuikov et al., 2010), y también 
influye en la proliferación y destino celular (Chaudhari et al., 2012). 
 
Por ello, el siguiente experimento que realizamos in vitro fue reprogramar los MEFs con las 
diferentes combinaciones de mtDNA (homoplásmicos: BL/6C57 y BL/6NZB, y heteroplásmicos: 
BL/6C57-NZB), (i) con bajas tensiones de oxígeno (21% vs. 4%); y, (ii) en presencia de NAC 
(1mM). Y se evaluó la eficiencia de reprogramación individual, y la segregación del mtDNA 
tras la reprogramación celular (Figura IIIB.22). 
 
2.4.1 Reprogramación celular a iPSCs y tensión de oxígeno 
 
Se reprogramaron 4 líneas de MEFs de cada genotipo en las mismas condiciones con 
tensiones de oxigeno del 21% y 4% respectivamente. Bajo tensiones del 4% de oxígeno, la 
eficiencia de reprogramación mejoraba significativamente en las tres líneas celulares.  
 
Debido probablemente a que el incremento en la eficiencia de reprogramación era 
proporcional en MEFs BL/6C57 y BL/6NZB, no encontramos cambios en la heteroplasmia entre 
las colonias de iPSCs obtenidas al 21 y 4% de oxígeno. En ambas condiciones, observamos un 
enriquecimiento significativo del mtDNA C57BL/6. 
 
2.4.1 Reprogramación celular a iPSCs y ROS 
 
En este caso los experimentos de reprogramación se realizaron bajo condiciones del 21% de 
oxígeno y en presencia y ausencia de NAC (1mM). La presencia de NAC, no promovía 
diferencias en la eficiencia de reprogramación de las células BL/6C57. Sin embargo, se mejoraba 
significativamente la eficiencia en las células BL/6NZB y BL/6C57-NZB. 
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Sorprendentemente, tras la reprogramación de MEFs heteroplásmicos en presencia de NAC, 
no se encontraron diferencias en el promedio de la heteroplasmia entre las colonias de iPSCs 
obtenidas, y la heteroplasmia en el cultivo inicial.  
 
 
 
 
En conjunto, estos resultados sugieren que el enriquecimiento del mtDNA C57BL/6 
observado durante la reprogramación a iPSCs de células heteroplásmicas se deben muy 
probablemente a una ventaja de las células con mayor contenido del mtDNA C57BL/6. 
 
IIIB.3 Los ROS y la segregación del mtDNA durante el desarrollo embrionario  
 
In vitro, hemos visto que las diferencias en la eficiencia de reprogramación entre células 
conteniendo las distintas variantes de mtDNA, eran compensadas mediante la adición de NAC 
en el medio, que específicamente incrementaba la eficiencia en las células con el mtDNA NZB.  
 
Por ello, administramos NAC en agua de bebida a hembras reproductoras heteroplásmicas 
(n=5), y evaluamos la heteroplasmia en cola de las crías obtenidas (n=51). De nuevo, 
observamos un enriquecimiento del mtDNA C57 en las crías con respecto a su madre. Pero la 
Figura IIIB.22: Concentración de oxígeno y ROS en la segregación del mtDNA y la 
reprogramación a iPSCs. (A) Eficiencia de reprogramación relativa a iPSCs de MEFs BL/6C57, 
BL/6NZB y BL/6C57-NZB (n=4). Izquierda: En condiciones del 21% y 4% de oxígeno (Normalizado 
frente a la eficiencia de BL/6C57 en 21% O2). Derecha: En presencia y ausencia de NAC (1mM) en el 
medio (Normalizado frente a la eficiencia de BL/6C57sin NAC). (B) Heteroplasmia transformada 
frente a la heteroplasmia del cultivo inicial de MEFs individuales (n=73) y de colonias de iPSCs 
obtenidas con el 21% de O2 (n=58), 21% de O2 + 1mM NAC (n=45), y 4% de O2 (n=9). (*p<0,05, t-
test). 
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intensidad de selección no era tan acusada como en las camadas de las hembras sin tratamiento 
(Figura IIIB.23). 
 
 
 
Para evaluar si la diferencia en la intensidad de selección se debía a un efecto del NAC 
sobre la línea germinal femenina, se determinó la heteroplasmia en el ovario de 7 hembras de 
100 y 300 días de edad, tratadas con NAC desde la edad reproductiva. La heteroplasmia en 
ovario de estas hembras correspondía con la heteroplasmia en el ovario de las hembras control. 
 
En conclusión, la administración de NAC a reproductoras heteroplásmicas elimina la 
selección del mtDNA C57BL/6 que tiene lugar durante las primeras etapas del desarrollo 
embrionario.  
 
IIIB.4 Implicaciones del mismtach nDNA/mtDNA en la segregación del mtDNA 
durante el desarrollo embrionario.  
 
Aunque se desconocen aún los mecanismos moleculares responsables de la selección de un 
determinado mtDNA, nuestros resultados demuestran que son las diferencias funcionales 
asociadas a las variantes genéticas las responsables de esta selección.  
 
Figura IIIB.23: Comportamiento de segregación del mtDNA en la transmisión 
intergeneracional con NAC. Representación de la heteroplasmia transformada de ovarios y crías 
frente a la heteroplasmia en cola de la reproductora en función de la edad de la misma. En color (rojo 
y naranja) hembras reproductoras tratadas con NAC (1% en agua de bebida). La línea discontinua 
representa la regresión lineal de la evolución de la heteroplasmia en función de la edad de la hembra: 
pendiente diferente a 0 en los cuatro casos (p<0,0001, F test). 
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En la transmisión intergeneracional del mtDNA hemos visto que, ya en la línea germinal 
femenina, se produce la ventaja selectiva del mtDNA C57BL/6. Pero la evaluación de las 
consecuencias funcionales del mismatch entre los genes codificados en el nDNA y los 
codificados en el mtDNA de un nuevo individuo tan sólo puede comenzar después de la 
fertilización, cuando ambos se enfrentan por vez primera: durante el desarrollo embrionario. En 
los experimentos realizados hasta ahora se ha utilizado un contexto nuclear sustancialmente 
homocigoto. El genoma nuclear derivado de nuevas fertilizaciones es casi idéntico al de la 
madre y no existe variabilidad generada por la mezcla de genes derivados de ambos 
progenitores. Para investigar la relevancia de esta particularidad, se cambiaron los machos 
reproductores C57BL/6 por machos NZB. De este modo los cruces fueron de hembras 
heteroplásmicas BL/6C57-NZB (en las cuales conocemos el comportamiento de segregación del 
mtDNA en la línea germinal) con machos NZB, forzando así un contexto nuclear mucho mas 
complejo tras la fecundación (Figura IIIB.24). 
 
Usando machos NZB como reproductores, no solamente se redujo la selección del mtDNA 
C57BL/6 durante el desarrollo embrionario, si no que además, en tan sólo una generación, se 
obtuvieron crías homoplásmicas para el mtDNA NZB. 
 
 
 
Es decir, el nuevo contexto nuclear formado tras la fecundación influye en la selección del 
mtDNA del individuo durante el desarrollo embrionario. 
 
Figura IIIB.24: Selección del mismatch nDNA-mtDNA durante el desarrollo embrionario. 
Representación de la heteroplasmia transformada de ovarios (naranja) y crías frente a la heteroplasmia 
en cola de la reproductora BL/6C57-NZB en función de la edad de la misma. En rojo se representa la 
heteroplasmia de las crias obtenidas de cruces con machos NZB, y en negro con machos BL/6. La 
línea discontinua representa la regresión lineal de la evolución de la heteroplasmia en función de la 
edad de la hembra: pendiente diferente a 0 en los tres casos (p<0.0001, F test). 
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IIIB.5 Discusión 4 
 
Una pregunta fundamental que sigue sin resolverse son lo mecanismos de control en la 
transmisión intergeneracional del mtDNA que impiden la acumulación de defectos genéticos 
deletéreos a pesar de no sufrir recombinación. Muchos estudios apuntan hacia una selección en 
la eliminación de las células germinales vía apoptosis. De hecho, hace apenas unos meses se 
identificó la primera quinasa involucrada en el mantenimiento de la calidad y eliminación de 
ovocitos defectuosos mediante la activación de la apoptosis (Chu et al., 2014). Otro nivel de 
control propuesto ha sido durante las primeras etapas del desarrollo embrionario; al demostrar 
que en el epiblasto, es decir, el tejido embrionario que contiene las células madre pluripotentes 
que van a generar el embrión entero, existe una competición celular natural que contribuye a la 
selección de pools de células específicas (Clavería et al., 2013).  
 
El caso de la transmisión intergeneracional del mtDNA es fascinante, pues aunque el 
mtDNA tiene una tasa de mutación 10 veces superior al nDNA, y, pese a que existen pocos 
mecanismos de reparación del mismo, la transmisión intergeneracional de mutaciones en el 
mtDNA es rara. De hecho, varios estudios en ratones han demostrado una selección purificadora 
frente a las mutaciones del mtDNA en la línea germinal femenina (Fan et al., 2008; Stewart et 
al., 2008b). Sin embargo, hay otros estudios que, con mutaciones en el mtDNA menos severas 
(en el tRNAMet), ven también una fuerte selección purificadora en la descendencia, pero no la 
ven en la línea germinal femenina, lo que sugiere la presencia de mecanismos que actúen tras la 
fecundación (Freyer et al., 2012). 
 
Otro hecho relevante que concierne al mtDNA es la presencia de un cuello de botella 
genético en la línea germinal para explicar la gran variabilidad en la heteroplasmia encontrada 
en la descendencia durante la transmisión del mtDNA (Jacobs et al., 2007; Jenuth et al., 1996). 
No hay consenso acerca de cuándo y dónde este cuello de botella tiene lugar. Los dramáticos 
cambios en el número de copias de mtDNA entre las PGCs (alrededor de 200 copias) y el 
ovocito (alrededor de 100.000 copias) sugieren que el cuello de botella del mtDNA sea debido a 
una reducción en el número de copias de mtDNA. Atendiendo a esta hipótesis, se han descrito 
dos momentos en los cuales el cuello de botella pudiese tener relevancia: (i) durante la 
diferenciación de PGCs (200-1300 copias de mtDNA) a oogonias (2000-4000 copias de 
mtDNA) (Cree et al., 2008), o, (ii) de oogonias (2000 copias de mtDNA) a ovocito (100.000 
copias de mtDNA) (Wai et al., 2008). Pero hay un trabajo reciente, realizado tras la generación 
de ovocitos de primates heteroplásmicos, que demuestra que la evolución hacia la homoplasmia 
puede ocurrir durante el desarrollo embrionario del individuo, sin tener que pasar por la línea 
germinal; y el cuello de botella podría ya ocurrir en el epiblasto (Lee et al., 2012). 
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En conclusión, en la transmisión intergeneracional del mtDNA existen dos niveles de 
selección: (1) en la línea germinal femenina, y (2) durante las primeras etapas del desarrollo 
embrionario. Los ratones heteroplásmicos BL/6C57-NZB supondrían el primer modelo en el cual se 
describen ambos fenómenos en el mismo individuo. 
 
La selección del mtDNA C57BL/6 en la descendencia de los ratones heteroplásmicos ya ha 
sido descrita anteriormente, pero esta selección se atribuyó en exclusiva a la segregación que 
sufre este mtDNA en la línea germinal femenina (Sharpley et al., 2012). Pero más allá de las 
aproximaciones matemáticas realizadas en este capítulo que sugieren mecanismos de selección 
durante el desarrollo embrionario, el simple hecho de cruzar una hembra BL/6C57-NZB con un 
macho NZB y obtener crías prácticamente homoplásmicas para el mtDNA NZB (nunca 
encontradas en cruces con machos C57BL/6, pese a elegir hembras con mas de un 80% de 
NZB) confirma que tras la fecundación existen otros mecanismos de selección. 
 
Selección del mtDNA en la línea germinal femenina 
 
El ovario de las hembras neonatas y prepúberes heteroplásmicas no presenta signos de 
selección del mtDNA. Sin embargo a partir aproximadamente del día 40 de edad tiene lugar una 
fuerte selección del mtDNA que poco a poco va disminuyendo de intensidad hasta llegar a un 
punto en que la intensidad de selección se mantiene constante a lo largo de la vida reproductiva 
de la hembra. Además, esta selección es inversamente proporcional a los niveles de 
heteroplasmia iniciales. A falta de experimentos que lo confirmen, estos datos sugieren que 
durante la atresia folicular y la maduración de ovocitos hay una selección negativa del mtDNA 
NZB o positiva del mtDNA C57BL/6. Hay dos teorías descritas que pueden explicar esta 
selección. La primera de ellas sugiere que hay un aumento en el estrés oxidativo en aquellas 
oogonias con mayor cantidad del mtDNA mutante, y por tanto mayor predisposición a sufrir 
atresia folicular (selección intercelular) (Fan et al., 2008). La segunda teoría publicada hace sólo 
unos meses, describe que en Droshopila existe una propagación selectiva del mtDNA funcional 
durante la oogenesis restringiendo la transmisión de la variante deletérea (selección intracelular) 
(Hill et al., 2014).  
 
Por otro lado, la variabilidad de la heteroplasmia entre los ovocitos extraídos de hembras de 
39 días de edad ya explica la variabilidad encontrada en la descendencia. Indicando que el 
cuello de botella genético mitocondrial tiene lugar muy probablemente en la etapa embrionaria 
(Freyer et al., 2012). Y que durante la atresia folicular ya existen oocitos con diferentes niveles 
de heteroplasmia en un mismo ovario. 
 
Estos modelos animales, conplásticos y heteroplásmicos, pueden ser de gran utilidad para el 
estudio del papel del metabolismo en el mantenimiento de la homeostasis de la línea germinal 
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femenina y todas las implicaciones que de ella dependen (infertilidad, atresia folicular, actividad 
del las células progenitoras…) (Tilly and Sinclair, 2013). Así como también de la línea germinal 
masculina, dónde hemos observado también una selección del mtDNA C57BL/6 en las células 
espermáticas (datos no mostrados). 
 
Selección del mtDNA en el desarrollo embrionario 
 
Hemos demostrado, por primera vez, la existencia de una selección del mtDNA en las 
primeras etapas del desarrollo embrionario, y por tanto que compromete a la totalidad del 
individuo. 
 
La biogénesis mitocondrial es mínima en las primeras etapas (pre-implantación) del 
desarrollo embrionario y el enorme caudal de mitocondrias del oocito (maternas) se reparte por 
dilución entre las células hijas en las primeras divisiones, generando células heterogéneas en 
cuanto a la distribución de las variantes de mtDNA se refiere (Lee et al., 2012). Por ello, 
proponemos que es a partir de la reactivación de la biogénesis mitocondrial (entorno a la 
implantación) cuando se evalúa el nuevo contexto nDNA-mtDNA. De nuevo, tanto los 
mecanismos intercelulares como intracelulares pueden ser los responsables de esta selección. 
Bien, porque exista una competencia celular entre células con distintos niveles de heteroplasmia 
y por tanto con diferente estatus metabólico (Clavería et al., 2013); o bien porque la reducción 
en el número de copias de mtDNA por célula facilite la propagación o la eliminación de un 
mtDNA.  
 
Selección del mtDNA en iPSCs 
 
Los experimentos realizados con iPSCs ponen de manifiesto que la variante de mtDNA 
presente puede aportar ventajas celulares tanto en el proceso de reprogramación como en el 
mantenimiento de las iPSCs. Esta ventaja se ve reflejada en la selección de este mtDNA en el 
cultivo de células heteroplásmicas pluripotentes.  
 
Este resultado tiene una gran relevancia, en primer lugar porque mediante una aproximación 
diferente a las descritas anteriormente, volvemos a poner de manifiesto que las variantes de 
mtDNA C57BL/6 y NZB no son neutrales; en segundo lugar, probamos que la eficiencia de la 
reprogramación de células diferenciadas a iPSCS está altamente condicionada por la variante de 
mtDNA, y por tanto por la función mitocondrial, y, en tercer lugar, porque se revela que la 
condición celular y el estatus de diferenciación es crítico en la selección del mtDNA. 
 
Por lo tanto la utilización de iPSC puede suponer una herramienta muy útil con la cual 
estudiar los mecanismos moleculares y celulares involucrados en la segregación del mtDNA 
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durante el desarrollo y mantenimiento de células pluripotentes o bien durante la diferenciación 
celular (Folmes et al., 2013; Hämäläinen et al., 2013). Esta herramienta puede ayudar a explicar 
también aspectos tan enigmáticos de las enfermedades mitocondriales como porqué las 
mutaciones del mtDNA afectan diferentes tipos celulares causando diferentes fenotipos y cómo, 
dependiendo del tejido, la carga mutacional es determinante. 
 
Esta descrito que los niveles de ROS son claves en el mantenimiento de la pluripotencia 
celular (Formentini et al., 2012), y una vez más, los efectos en la segregación tras la 
administración de NAC revelan un papel importante de los ROS en el mecanismo de selección 
en células pluripotentes. Además, la selección del mtDNA C57BL/6 durante el desarrollo 
embrionario se reduce si se administra NAC a las hembras gestantes, sugiriendo también que la 
señalización mediada por ROS es fundamental en la segregación del mtDNA durante este 
proceso.  
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La mitocondria es el centro metabólico donde convergen importantes procesos catabólicos y 
anabólicos y donde se evalúa el correcto balance energético celular. La actividad de la 
mitocondria determina el balance de los sensores metabólicos celulares (ATP/ADP, 
NADH/NAD+, CoQH2/CoQ y FADH2/FAD), la concentración de metabolitos críticos en la 
señalización (AMP, α-cetoglutarato, succinato, citrato y acetil-CoA) y la producción de 
especies reactivas de oxígeno (ROS). Todo ello, tiene un impacto significativo en los 
principales ejes de señalización moleculares de la célula: fosforilación, acetilación, oxido-
reducción y degradación/estabilización de proteínas. En el centro de todos estos procesos se 
encuentra la cadena respiratoria mitocondrial (mETC) y el sistema de fosforilación oxidativa 
(OXPHOS). 
 
La descripción de los componentes moleculares del sistema OXPHOS es extremadamente 
exhaustiva, sin embargo, ha resultado ser insuficiente para entender de forma global el sistema. 
Un buen ejemplo de ello son las enfermedades mitocondriales: somos incapaces de predecir el 
por qué, el cuándo y el cómo se manifestará una enfermedad si el sistema OXPHOS está 
dañado. 
 
La complejidad organizativa y reguladora del sistema OXPHOS se manifiesta en los últimos 
trabajos publicados por nuestro grupo, en los que se describe una organización estructural y 
funcional dinámica de los complejos respiratorios, que forman distintas asociaciones entre sí 
atendiendo a la disponibilidad de los diferentes equivalentes de reducción (NADH o FADH2) y 
que se explica bajo el modelo de plasticidad (Lapuente-Brun et al., 2013). Así mismo, se ha 
descrito una regulación mediada por ROS que implica al transporte reverso de electrones con la 
desestabilización de los complejos respiratorios para optimizar el uso de NADH/FADH2 (Acín-
Perez et al. in press) (Guarás et al. in press). 
 
Todo ello hace de la mETC una estructura celular dinámica y versátil. En este trabajo nos 
hemos centrado en el doble origen genético de la mETC y las implicaciones de las variantes de 
mtDNA (no patológicas) en la funcionalidad de OXPHOS.  
 
Hay una gran controversia acerca de la neutralidad o no de las variantes de mtDNA. Así, un 
número creciente de estudios proponen la asociación entre variantes específicas del mtDNA y 
determinados fenotipos, como el incremento de la severidad o penetrancia de enfermedades 
cuya causa genética primaria está en los genes nucleares (Johnson et al., 2001) o en el propio 
genoma mitocondrial (Brown et al., 2002); como factor determinante en la motilidad 
espermática (Ruiz-Pesini et al., 2000); en la predisposición a determinadas enfermedades 
metabólicas (Liou et al., 2012; Yang et al., 2011) o degenerativas (Hudson et al., 2013; Ridge et 
al., 2013), la susceptibilidad a drogas (Pacheu-Grau et al., 2010) y la longevidad (Castri et al., 
2009; De Benedictis et al., 1999; Niemi et al., 2003; Nishigaki et al., 2010).  
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Diversos trabajos con animales conplásticos publicados previamente proponen de forma 
general que las variantes de mtDNA tienen efectos funcionales (Bär et al., 2013; Houštek et al., 
2012; Kumarasamy et al., 2013; Roubertoux et al., 2003; Scheffler et al., 2012; Sethumadhavan 
et al., 2012). Sin embargo estos trabajos adolecen de deficiencias en la evaluación experimental 
del carácter conplásticos, los estudios están muy limitados en edades muy tempranas de los 
ratones y la evaluación experimental de las características fenotípicas es cuestionable en 
algunos casos; por ejemplo no se evalúa in vivo la producción de ROS sino in vitro. Además, no 
se propone un marco conceptual adecuado donde integrar estas y otras observaciones. Estas 
limitaciones han condicionado la aceptación de que las variantes mitocondriales tienen efectos 
funcionales basados en estos modelos. Nuestro trabajo elimina de forma sustancial las dudas 
experimentales, realiza un concienzudo y detallados estudio a lo largo de la vida de los animales 
y ofrece un nuevo marco conceptual: la hipótesis del “mismatch intrínseco”, que integra toda la 
información obtenida, las divergencias en los resultados según el órgano analizado y ofrece una 
visión integrada del fenómeno a nivel de organismo. 
 
In vivo (en ratones) hemos reproducido tres de las grandes consecuencias fenotípicas 
asociadas con el mtDNA en humanos, enfrentando variantes de mtDNA sanas (consideradas 
neutrales, C57BL/6 y NZB) con el mismo fondo genético nuclear. Este trabajo aporta datos 
objetivos para explicar conceptual y molecularmente el papel de las variantes del mtDNA en la 
predisposición a padecer enfermedades degenerativas y metabólicas (i.e. resistencia a la insulina 
edad dependiente, degeneración asociada con el envejecimiento), en la susceptibilidad a drogas 
de uso clínico común (NAC y DCA) así como en el entendimiento de  las asociaciones descritas 
de las variantes de mtDNA con la longevidad. 
 
Hemos puesto de manifiesto tres características fundamentales de la mETC que son 
esenciales para entender las implicaciones funcionales de las variantes de mtDNA y que 
explican el porqué de la gran controversia encontrada en la literatura. En primer lugar, hemos 
demostrado que el resultado de la interacción entre las subunidades mitocondriales y nucleares  
es una característica intrínseca del sistema que promueve una funcionalidad variable 
dependiendo de los requerimientos del mismo. En segundo lugar, las diferencias a nivel 
funcional de la mETC desencadenan una adaptación celular global que se revela tanto en la 
expresión génica nuclear como en los niveles de metabolitos celulares. Y en tercer lugar, no se 
trata de un sistema estático, y sus propiedades y funcionalidad se verán afectadas 
específicamente en el proceso de envejecimiento dependiendo de las características intrínsecas 
iniciales y de los factores ambientales. 
 
 
   Discusión 
 
 181 
Durante años se ha considerado que la variabilidad no patológica en el mtDNA se ha 
acumulado en las poblaciones humanas bajo un modelo de equilibrio neutro, fuera de la 
selección, y con poca o ninguna relevancia como mediador de los procesos evolutivos 
poblacionales. Pero los cambios evolutivos del mtDNA coinciden con las mayores migraciones 
geográficas humanas, sugiriendo que la variabilidad del mtDNA ha permitido una adaptación de 
nuestros ancestros humanos a diferentes regiones ambientales (Galtier et al., 2009; Nabholz et 
al., 2008; Ruiz-Pesini et al., 2004). En este trabajo recogemos importantes indicios de esta 
presión selectiva sobre el mtDNA. La selección específica de tejido de las variantes sanas del 
mtDNA ya había sido descrita con anterioridad, pero los estudios de la transmisión 
intergeneracional del mtDNA proponen nuevos mecanismos genéticos de selección que tienen 
lugar ya durante las primeras fases del desarrollo embrionario, comprometiendo la transmisión 
del mtDNA en todo el individuo. Además, proponemos que la presión selectiva tiene lugar 
sobre el mismatch nDNA/mtDNA, que será testado tras la fecundación, siendo responsable de la 
estrecha coevolución que han sufrido ambos genomas a pesar de las enormes diferencias que 
presentan ambos en la ratio evolutiva. 
 
Con estos resultados, proponemos que la complejidad de la genética y patofisiología de las 
enfermedades mitocondriales deben ser reinterpretadas desde el contexto del mismatch 
nDNA/mtDNA, lo que implica una aproximación terapéutica individualizada. Numerosas 
aproximaciones terapeúticas han sido diseñadas con el objetivo de mejorar la función de la 
cadena respiratoria (i.e suplementación con carnitina o CoQ10) (Marriage et al., 2004), la 
eliminación de metabolitos nocivos (i.e administración de DCA para la eliminación de lactato) 
(Kaufmann et al., 2006; Miquel et al., 2012) o de radicales libres (i.e administración de 
antioxidantes) (Smith et al., 2008), o el aumento de la biogénesis mitocondrial (i.e 
administración de bezafibrato) (Wenz et al., 2008; Yatsuga and Suomalainen, 2012). Pero la 
gran disparidad en la respuesta a los diferentes tratamientos no hacen más que evidenciar la 
exclusividad genética del sistema, poniendo de manifiesto que deben diseñarse tratamientos 
individualizados. Un ejemplo claro de ello, es la administración de antioxidantes, que pueden 
ser beneficiosos en determinadas situaciones, inocuos en otras e incluso fatales en algunas 
(Bolisetty and Jaimes, 2013). La última aproximación terapéutica, en tramites de aprobación en 
el Reino Unido, es la transferencia mitocondrial embrionaria, popularmente conocida como “los 
hijos de tres padres genéticos” que consiste en la repoblación de ovocitos o zigotos con mtDNA 
sano procedente de una tercera persona (Craven et al., 2010). Con los resultados obtenidos en 
este trabajo recalcamos la importancia de un control en la elección de la variante de mtDNA 
escogida para la repoblación. 
 
Por último, es preciso destacar que durante esta tesis doctoral hemos desarrollado modelos 
animales, que sin modificaciones genéticas patológicas o sin la administración exógena de 
fármacos, nos permiten profundizar y entender el importante papel de la función OXPHOS en el 
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mantenimiento homeostático tanto celular como del organismo. Si bien es cierto que, debido a 
la transmisión uniparental del mtDNA, la heteroplasmia de variantes sanas del mtDNA, al 
menos en los niveles presentados, no es un estado habitual en la naturaleza (Ramos et al., 2013), 
estos animales suponen un modelo excepcional de heterogeneidad funcional intra e intercelular 
que puede ser clave para el entendimiento de las comunicaciones y sistemas de regulación 
celulares. 
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1. Las variantes no patológicas de mtDNA murinas C57BL/6 y NZB inducen diferencias 
en la capacidad OXPHOS, diferencias en la producción de ROS mitocondrial y en la 
biogénesis mitocondrial. 
 
2. La capacidad OXPHOS está determinada por la combinación de los productos génicos 
nucleares y mitocondriales que generaran un ajuste estructural subóptimo determinado, 
siendo este una característica intrínseca del sistema, que denominamos mismatch 
intrínseco (MI). 
 
3. El MI de la mETC induce una respuesta transcriptómica y metabólica adaptativa, que es 
específica de tejido y que afecta principalmente al metabolismo de lípidos, de 
carbohidratos y del glutatión. 
 
4. El MI entre el nDNA/mtDNA es determinante en la calidad de envejecimiento, en tanto 
en cuanto tiene un impacto directo en el mantenimiento de la función mitocondrial,  de 
la longitud telomérica y en la regulación de nutrientes (insulina) edad-dependiente.  
 
5. Confirmando resultados de otros grupos, en una situación heteroplásmica en la que se 
enfrentan dos mtDNAs (C57BL/6 y NZB) a un mismo núcleo (C57BL/6), se manifiesta 
una segregación selectiva del mtDNA que responde a una dirección de selección 
específica de tejido e independiente de los niveles de heteroplasmia iniciales. 
 
6. En discrepancia con modelos anteriores, la segregación selectiva del mtDNA parece 
estar causada por las diferencias funcionales de la mETC consecuencia del MI. 
 
7. El MI induce selección del mtDNA entre variantes no patológicas del mtDNA durante 
la transmisión intergeneracional en la línea germinal femenina. 
 
8. El MI induce selección del mtDNA entre variantes no patológicas del mtDNA durante 
la transmisión intergeneracional en el desarrollo embrionario temprano. 
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1. Non-pathological mouse mtDNA variants from C57BL/6 and NZB mouse lines induce 
differences in OXPHOS capacity, ROS production and mitochondrial biogenesis upon 
conplastic interchange. 
 
2. The double genetic origin of the respiratory complexes determines an array of 
alternative interaction modes between mtDNA-encoded and nDNA-encoded subunits 
that promotes variable performance. This is an intrinsic characteristic of the system that 
we call “intrinsic mismatch” (MI) 
 
3. MI is able to induce a tissue-specific adaptive response, which is revealed at the 
transcriptomic and metabolomic levels and primarily affects lipid, carbohydrate and 
glutathione metabolism. 
 
4. nDNA/mtDNA interplay impacts mitochondrial function, telomere length and insulin 
signaling. The MI thus affects quality of aging.  
 
5. In agreement with previous results, there is a selective segregation of mtDNA when two 
variants of mtDNA (C57BL/6 and NZB) are confronted in the same nuclear background 
(C57BL/6). The selection direction is tissue specific, and does not require a particular 
threshold level. 
 
6. Contrary to previous proposals, we found that selective somatic segregation of mtDNA 
is a consequence of functional differences produced by MI. 
 
7. MI induces selection between mtDNA variants during intergenerational transmission in 
the female germline. 
 
8. MI induces selection between mtDNA variants during intergenerational transmission in 
early embryo development. 
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